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1. Einleitung 
1.1. Chemokine und Chemokinrezeptoren 
Entzündung und die Metastasierung von Tumoren sind pathophysiologisch 
unterschiedliche Prozesse, bedienen sich aber eines ähnlichen Mechanismus. 
Zirkulierende Zellen verlassen den Blut- bzw. Lymphstrom und wandern in das 
umliegende Gewebe aus. Chemokine sind ein zentraler Bestandteil dieses in 
mehreren Schritten ablaufenden Rekrutierungsprozesses.  
 
Chemokine, eine heterogene Gruppe chemotaktischer Zytokine, binden  selektiv an 
auf der Zelloberfläche exprimierten Chemokinrezeptoren (CCRs) und lösen eine 
zielgerichtete Migration der jeweiligen Zelle entlang eines gelösten oder 
membrangebundenen Gradienten aus (Wiedermann et al., 1993). Im Jahre 1987 
wurde das von stimulierten Monozyten produzierte Interleukin-8 (CXCL8) aufgrund 
seiner chemotaktischen Wirkung auf neutrophile Granulozyten als erstes Chemokin 
identifiziert (Yoshimura et al., 1987). Mittlerweile sind über 50 Chemokine identifiziert 
worden (Abbildung 1) (Balkwill, 2004). 
Chemokine werden strukturell in vier Gruppen unterteilt, definiert durch das 
Arrangement der vier obligaten Cysteinbestandteile. Bei der CXC-Untergruppe 
werden die beiden Cysteinreste durch eine Aminosäure getrennt, während die CC-
Untergruppe keine und die CXXXC-Gruppe drei Aminosäuren zwischen den 
Cysteinresten besitzt. Der vierten Gruppe fehlen zwei der vier Cysteinresiduen, sie 
werden deshalb als C-Chemokine bezeichnet. Die Funktion der Chemokine wird 
nach dem “Schlüssel-Schloss“-Prinzip durch die Bindung an spezifische Rezeptoren, 
den Chemokinrezeptoren vermittelt.  
Chemokinrezeptoren werden auf der Zelloberfläche exprimiert und besitzen sieben 
transmembrane Regionen. Sie gehören wie auch Hormonrezeptoren und Rezeptoren 
von Entzündungsmediatoren zur Superfamilie der G-Protein-vermittelten Rezeptoren. 
Die übliche Länge eines Chemokinrezeptors beträgt 350 Aminosäuren.  
Chemokinrezeptoren zeichnen sich dadurch aus, dass oft mehrere Chemokine 
binden können, jedoch keine anderen Proteine. So weist der Chemokinrezeptor 
CCR5 ein redundantes Bindungsmuster auf, d.h. mehrere Chemokine (CCL3, CCL4, 
CCL5 und CCL8)  binden (Kellermann et al., 1999), welches zu einer robusteren 
Wirkungsweise führt und eine präzise Feinabstimmung bei der Rekrutierung von 
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Zellen erlaubt (Devalaraja et al., 1999; Mantovani, 1999). Bisher sind 19 
Chemokinrezeptoren identifiziert worden (Abbildung 1) (Balkwill, 2004).  
 
Abbildung 1: Übersicht und Einteilung der Chemokine und Chemokinrezeptoren. 
Die Abbildung gibt einen Überblick über die derzeit identifizierten Chemokinrezeptoren und über die 
jeweils bindenden Chemokine. Die Rezeptoren CXCR1-CXCR3, CCR-CCR5, CCR7, CCR8, CCR10 
und XCR1 binden mehrere Chemokine. CCR6, CCR9, CXCR1 und CXCR4-CXCR6 binden nur jeweils 
ein Chemokin. Duffy und D6 werden als „Dezeptoren“ bezeichnet, da sie Liganden binden, allerdings 
keine Signaltransduktion auslösen und als negative Rückkopplung dienen.  
Entnommen aus Nature Reviews/ Cancer (Balkwill, 2004) 
 
Chemokine lassen sich anhand ihrer unterschiedlichen Funktion in verschiedene 
Untergruppen einteilen. Sie beeinflussen nicht nur die gezielte und ungezielte 
Zellwanderung (Chemotaxis bzw. Migration), sondern auch die Aktivierung, 
Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen. So wirkt eine große Gruppe 
von Chemokinen überwiegend proinflammatorisch, während andere Chemokine eine 
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zentrale Rolle in der Reifung von Lymphozyten einnehmen (Ohl et al., 2003). Weitere 
Chemokine vermitteln die Entwicklung des „immunologischen Gedächtnisses“, indem 
sie die Proliferation von Effektor- und Gedächtniszellen stimulieren (Sallusto et al., 
1999). Chemokine spielen auch in der Angiogenese und der Entwicklung von 
Tumormetastasen (Azenshtein et al., 2002; Murakami et al., 2002) eine Rolle. 
Chemokine und ihre Rezeptoren lassen sich weiterhin in eine konstitutiv sezernierte 
Gruppe (CCR4, CCR7, CCR9, CXCR4-5), eine durch Faktoren wie Interleukin-1 (IL-
1) und TNF-α induzierbare Gruppe (CCR1-3, CCR5-6, CXCR1-3) und eine 
überlappende Gruppe (CCR8, CCR10, CXCR6) unterteilen (Murphy, 2000).  
Chemokine die auf demselben Gencluster codiert sind, binden an dieselben oder 
zumindest an Rezeptoren ähnlicher Funktion. Zahlreiche Gene inflammatorischer 
Chemokine sind auf dem menschlichen Chromosom 17 lokalisiert, während die 
lymphatisch assoziierten Chemokine CCL19 und CCL21 auf dem Chromosom 9 
lokalisiert sind (Rot et al., 2004). Chemokine werden nicht nur in gelöster Form in das 
zirkulierende Blut sezerniert, sondern auch durch Glykosaminoglykane (GAGs), 
Moleküle zu denen Chemokine, vor allem CCL5, eine hohe Affinität besitzen, auf der 
innersten Zellschicht, dem Endothel, verankert. Auf diese Weise entsteht ein 
Chemokingradient, dem Zellen, welche mit dem entsprechenden Rezeptor 
ausgestattet sind, folgen  (Proudfoot et al., 2001). Dieser Vorgang wird Haptotaxis 
genannt, im Gegensatz zur Chemotaxis, der Wanderung entlang eines frei gelösten 
Gradienten (Wiedermann et al., 1993). 
Die chemokingesteuerte Rekrutierung von Leukozyten soll am Beispiel von 
CCL5/RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and 
presumably Secreted), dem Prototyp eines proinflammatorischen Chemokins, 
skizziert werden: 
CCL5 dient als eine Art Hilferuf, den Zellen unter erhöhten Stress abgeben. In 
gesundem Gewebe liegen nur geringe, in fast jedem entzündeten Gewebe jedoch 
stark erhöhte CCL5-Konzentrationen vor (von Luettichau et al., 1996). Exogene oder 
endogene Noxen aktivieren ortsständige oder eingewanderte Zellen und regen die 
Sekretion von Chemokinen an. Vor allem als fremd erkannte Antigene, aber auch 
eine Ischämie oder Hypoxie kommen als potentielle Noxen in Frage. Durch die 
Schädigung des Endothels werden proinflammatorische Zytokine, z.B. TNF-α und 
IFN-γ sezerniert. Durch diese Zytokine werden andere Zellen aktiviert: weitere 
Endothel- oder Epithelzellen (Wells et al., 1998), T-Zellen, welche CCL5 abhängig 
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von ihrem Reifegrad exprimieren, aber vor allem Thrombozyten (Nelson et al., 2001), 
deren Granula eine hohe CCL5-Konzentration aufweisen (Kameyoshi et al., 1994; 
Nelson et al., 2001). Bei Aktivierung der Thrombozyten kommt es nun zur 
Freisetzung von CCL5 aus den Granula und somit zu einer hohen Konzentration von 
CCL5-Molekülen im Bereich des gestressten Endothels (Kameyoshi et al., 1994), 
welche von zirkulierenden Zellen durch die CCL5-Rezeptoren wahrgenommen wird 
(Abbildung 2). Durch auf dem Endothel exprimierte Selektine werden die Zellen 
innerhalb von Millisekunden abgebremst und rollen auf der Gefäßoberfläche 
(Luscinskas et al., 1996). Die Leukozyten wiederum reagieren ihrerseits und in der 
Folge werden Integrine hochreguliert, welche an Immunglobuline binden, welches 
zum Stillstand der rollenden Zellen und zur festen Anhaftung am Endothel führt. 
Anschließend folgen die Zellen im Rahmen der Haptotaxis einem 
oberflächengebundenen Gradienten in Richtung der ansteigenden Chemokindichte 
(Rot, 1993; Wiedermann et al., 1993).  
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Rekrutierung von Leukozyten. 
Die Leukozyten folgen einem Glykosaminoglykane-vermittelten CCL5-Gradienten. Wichtigste CCL5-
Quelle sind Thrombozyten, welche das Chemokin in ihren Granula speichern. Durch Interaktion von 
Selektinen und Integrinen können die Leukozyten auf dem Endothel rollen und fest adhärieren. Durch 
Expression von Matrixmetalloproteasen und nach einer Formveränderung, dem sogenannten Shape-
Shift, können die Leukozyten das Gefäß verlassen.  
Abbildung modifiziert nach Nelson und Krensky, 1998 
 
Es folgen Diapedese und Extravasation der Leukozyten durch das Endothel in das 
Gewebe, vermutlich ebenfalls entlang eines Chemokingradienten (Leppert et al., 
1995).  Chemokine regulieren in diesem Zusammenhang auch die Expression und 
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Aktivität von Matrixmetalloproteasen (MMPs). Deren proteolytische Aktivität ist die 
Voraussetzung für die Extravasation von Zellen durch die Basalmembran und die 
extrazelluläre Matrix (Leppert et al., 1995; Xia et al., 1996). Ähnlich stellt man sich 
auch die Migration diverser anderer Zellen vor, wie z. B. Stammzellen (Lüttichau et 
al., 2005), Tumorstammzellen oder Tumorzellen aus den entsprechenden Nischen in 
die Zirkulation und dann an den Ort eines Geschehens, sowie auch das gezielte 
Zurückwandern von Zellen in ihre Nische („homing“) (Lapidot et al., 2005). 
Zusammengefasst stellen Chemokine eine heterogene Gruppe von chemotaktisch 
aktiven Zytokinen dar, die die zielgerichtete Migration von Zellen steuern. Durch ihre 
Interaktion mit anderen sezernierten oder zellständigen Faktoren sind Chemokine 
aktive Spieler in den meisten physiologischen und pathologischen Prozessen. In 
dieser Arbeit wird der Hintergrund des selektiven Tropismus von Tumorzellen 
untersucht und eine Möglichkeit der gezielten Beeinflussung der Zellrekrutierung 
vorgestellt. 
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1.2. Chemokinrezeptorexpression im kutanen T-Zell Lymphom 
1.2.1. Selektiver Tropismus von Tumoren 
Bereits Virchow hat 1863 angedeutet, dass Krebs häufig an Orten chronischer 
Entzündungsreaktionen entsteht (Balkwill et al., 2001). Inzwischen gibt es vielfältige 
Evidenz für die Verbindung zwischen Entzündung und der Entwicklung maligner 
Tumore (Coussens et al., 2002; Philip et al., 2004). Die Karzinogenese bedient sich 
hierbei physiologischer Mechanismen, welche im Sinne des Tumors alteriert werden. 
Diese Mechanismen werden von Entzündungszellen, aber auch von 
Mediatorsubstanzen wie Chemokinen und Zytokinen gesteuert (Coussens et al., 
2002).  
Das eigentlich für die Erregerabwehr zuständige zelluläre entzündliche Infiltrat führt 
letztlich auch zur Gewebezerstörung. Dieselben Zellen tragen auch dazu bei, dass 
ein Wechsel von Gewebezerstörung zur Geweberegeneration stattfindet (Levy et al., 
2001). Wenn die Auflösung einer Entzündung nicht stattfindet, entsteht eine 
chronische Entzündungsreaktion. Die dominierenden Zellpopulationen in 
chronischen Entzündungsherden sind Lymphozyten, Plasmazellen und 
Makrophagen, die Faktoren sezernieren, die zu DNA-Schäden führen und zu 
dauerhaften Gewebeschäden. In diesem Umfeld ist die Prädisposition zur 
Entstehung von Tumoren gegeben.  
Im weiteren Verlauf kann es zur Tumormetastasierung kommen. Wie bei der 
Entzündungsreaktion kommt es hier zur selektiven Zellrekrutierung und -migration in 
bestimmte Zielorgane. Die Metastasierung erfolgt in aufeinander folgenden Schritten: 
maligne transformierte Zellen durchbrechen die Basalmembran und gelangen in Blut- 
oder Lymphgefäße. Lymphknotenmetastasen in nahegelegenen Lymphknoten 
entstehen in der Regel früher als hämatogene Metastasen. Manche Tumoren, wie 
z.B. das papilläre Schilddrüsenkarzinom, metastasieren nur lymphatisch (Lawson et 
al., 1983). 
In das Blutgefäßsystem eingedrungene Tumorzellen folgen häufig dem 
physiologischen Blutkreislauf und verbleiben in kleinen Gefäßen der stromabwärts 
gelegenen Organe, wie z.B. Lebermetastasen bei Darmtumoren oder 
Hirnmetastasen bei Bronchialkarzinomen.  
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CCR Chemokin Neoplasie Referenz 
CCR1 CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL13, CCL14, CCL15, CCL23 Ovar-Ca, HCC 
(Scotton et al., 2001) 
 (Yang et al., 2006) 
CCR2 CCL2, CCL7, CCL8, CCL13 Mamma-Ca (Zafiropoulos et al., 2004) 
CCR3 CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL14, CCL15 
CTCL, RCC, M. Hodgkin, 
Mamma-Ca 
(Kleinhans et al., 2003)  
(Johrer et al., 2005)  
(Buri et al., 2001) 
(Pan et al., 2000) 
CCR4 CCL17, CCL22 Lymphome, Bronchial-Ca (van den Berg et al., 1999) (Berin et al., 2001) 
CCR5 CCL3, CCL4, CCL4, CCL8, CCL11, CCL13, CCL14 
Mamma-Ca, Prostata-Ca, 
Neuroblastom 
(Azenshtein et al., 2002) 
(Vaday et al., 2006) 
(Cartier et al., 2003) 
CCR6 CCL20 Colon-Ca, Plattenepithel-Ca (Wang et al., 2004)  (Rubie et al., 2006) 
 
CCR7 
 
CCL19, CCL21 
Melanom, Lymphome, 
Prostata, Plattenepithel-Ca 
(Kakinuma et al., 2006) 
(Hasegawa et al., 2000) 
(Heresi et al., 2005)  
(Rubie et al., 2006) 
CCR8 CCL1, CCL16 Kaposi-Sarkom (Haque et al., 2001) 
CCR9 CCL25 Prostata, intestinale Metastasen 
(Singh et al., 2004) 
 (Letsch et al., 2004) 
CCR10 CCL27, CCL28 Melanom, Mamma, (Murakami et al., 2003)  (Pan et al., 2000) 
CCR11 CCL19, CCL21, CCL25 Multiples Myelom (Arendt et al., 2002) 
CXCR1 CXCL5, CXCL6, CXCL8 Melanom, Bronchial-Ca, Pankreas-Ca, Prostata 
(Varney et al., 2003) 
(Zhu et al., 2004) 
(Kuwada et al., 2003) 
(Kim et al., 2001), 
CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL7, CXCL8 
Ösophagus-Ca, 
neuroendokrine Tumoren 
(Wang et al., 2006) 
(Tecimer et al., 2000) 
 
CXCR3 
 
CXCL9, CXCL10, CXCL11 
HCC, B- und T-Zell-
Lymphome, Melanom 
(Yoong et al., 1999) 
 (Trentin et al., 1999) 
(Jones et al., 2000) 
(Ishida et al., 2004) 
 
CXCR4 
 
CXCL12 
Mamma-Ca, Osteosarkom, 
RCC, Bronchial-Ca, 
Lymphome, Magen-Ca 
(Kato et al., 2003), 
(Miura et al., 2005) 
(Schrader et al., 2002) 
(Phillips et al., 2003), 
(Corcione et al., 2000) 
(Mitra et al., 1999) 
CXCR5 CXCL13 B-Zell Lymphome, Colon-Ca (Husson et al., 2002)  (Meijer et al., 2006) 
CXCR6 CXCL16 Colon-Ca, Gliome (Wagsater et al., 2004), (Ludwig et al., 2005) 
CX3CR1 CX3CL1 * * 
XCR1 XCL1, XCL2 * * 
Duffy 
Antigen 
CXCL8, CCL1, CCL5, CXCL1, 
CXCL7 Prostata-Ca, SCLC 
(Lentsch, 2002) 
 (Addison et al., 2004) 
D6 CCL2, CCL4, CCL5, CCL8, CCL13, CCL14, CCL15 vaskuläre Tumoren (Nibbs et al., 2001) 
Tabelle 1: Chemokinrezeptoren im Kontext maligner Neoplasien 
*keine Literaturstellen verfügbar; HCC= hepatozelluläres Karzinom; RCC= Nierenzellkarzinom, 
SCLC= kleinzelliges Bronchialkarzinom 
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Metastasierende Tumoren können allerdings auch einen selektiven Tropismus in 
spezifische Organe entwickeln, die nicht im direkten venösen Abflussgebiet liegen, 
z.B. das Osteosarkom. Eine potentielle Erklärung für diese Selektivität liegt in der 
Expression von bestimmten Chemokinrezeptoren auf der Tumorzelloberfläche.  
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Chemokine in der Tumorentstehung und       
-metastasierung eine wichtige Rolle spielen. Eine Vielzahl von Tumorzellen weist 
eine bestimmte Kombination von Chemokinrezeptoren auf, welche die Lokalisation 
der Metastasen beeinflusst (Azenshtein et al., 2002; Murakami et al., 2002; 
Kakinuma et al., 2006) (Tabelle 1). Chemokine, die von Tumoren sezerniert werden, 
locken nicht nur infiltrierende Zellen an, sondern tragen auch zum Tumorwachstum 
und zur Tumorangiogenese bei. So dienen die Chemokine CXCL1-3 und CXCL8 als 
autokrine Wachstumsfaktoren im malignen Melanom und anderen Tumoren 
(Schadendorf et al., 1993; Miyamoto et al., 1998), während CXCL1-3 und CXCL5-8 
bei Endothelzellen eine direkte Chemotaxis und Angiogenese in vivo auslösen 
(Strieter et al., 1995).  
Die Oberflächenexpression von Chemokinen wird in dieser Arbeit am kutanen T-Zell 
Lymphom (CTCL) untersucht. Es weist einen sehr spezifischen Tropismus zur Haut 
auf, Lymphknotenmetastasen und zirkulierende maligne Zellen treten erst im 
Spätstadium auf, eine Organmanifestation ist äußerst selten (Kotz et al., 2003). Die  
genaue Kenntnis der hierbei involvierten Chemokinrezeptoren trägt zu einem 
besseren Verständnis der Pathogenese dieser Erkrankung bei. 
  
1.2.2. Kutane T-Zell Lymphome 
Kutane T-Zell Lymphome (CTCL) bilden einen heterogenen Formenkreis von Non-
Hodgkin-Lymphomen und machen ungefähr 1% der Non-Hodgkin-Lymphome und 
80% der kutanen Lymphome (Willemze et al., 1999) aus. Sie sind durch die 
Proliferation von epidermotropen T-Zell-Klonen charakterisiert (Duvic et al., 2004) 
und exprimieren den Immunophänotyp reifer CD4-positiver T-Zellen (Girardi et al., 
2004). 
Das CTCL entsteht primär in der Haut und unterscheidet sich klinisch, histologisch, 
immunophänotypisch und genetisch von anderen Lymphomen, welche sekundär die 
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Haut befallen (Pimpinelli et al., 1993; Kerl et al., 1994). Die Inzidenz des CTCL liegt 
bei ca. 1/100.000. Die Ätiologie ist nach wie vor nicht völlig geklärt, es wird jedoch 
eine Vielzahl pathogenetischer Faktoren diskutiert. Es wird vermutet, dass eine 
persistierende Antigenstimulation in der Haut durch eine chronische Entzündung, wie 
bei der atopischen Dermatitis oder der Psoriasis, zur Proliferation eines malignen 
Klons führt (Duvic et al., 2004).  
Im klinischen Bild zeigen sich drei vorherrschende charakteristische Läsionen –
Maculae, flache Hautläsionen, deren Farbe von der umgebenden Haut differiert, 
Schuppungen und Tumoren (Duvic et al., 2004). 
Die Mycosis fungoides und das Sezary Syndrom sind die häufigsten, lange Zeit 
einzig beschriebenen Vertreter dieser Familie. Die Einteilung der CTCL erfolgt nach 
den EORTC-WHO Kriterien (Willemze et al., 1999).  
 
Mycosis fungoides (MF) 
Mycosis fungoides - Varianten und Subtypen 
Sézary Syndrom 
Adult T-cell leukemia/lymphoma 
Primär kutane CD30+ lymphoproliferative Erkrankungen 
Subkutanes Pannikulitis-artiges T-Zell-Lymphom 
Extranodales NK/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ 
Primär kutanes peripheres T-Zell-Lymphom, nicht genauer spezifiziert 
Tabelle 2: WHO-EORTC (European Organisation for Research and Treatment of Cancer) 
Klassifikation der kutanen T-Zell Lymphome (ohne Unterformen) (Willemze et al., 1999) 
 
Die Mycosis fungoides ist erstmals im Jahre 1806 von dem französischem Arzt 
Alibert beschrieben worden. Die Bezeichnung bezieht sich auf das pilzförmige 
Aussehen der Tumoren und hat nichts mit einer mykotischen Ätiologie zu tun. Im 
Jahre 1938 erkannten Sezary und Bouvrain das Sezary Syndrom als leukämische 
Form des CTCL, charakterisiert durch die klinischen Trias Erythrodermie, 
Lymphadenitis und zirkulierenden Zellen mit ungewöhnlichen großen, bizarr 
geformten Zellkernen, den sogenannten Sezary-Zellen.  
Das Sezary Syndrom macht ca. 5% der diagnostizierten CTCL aus (Kotz et al., 
2003). Eine Erythrodermie, also die Rötung der gesamten Haut bei einem 
vorbestehendem CTCL, aber auch de novo, entstehen und ist gelegentlich das 
einzige klinische Merkmal eines Sezary Syndroms. Außerhalb der Haut kann, wenn 
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auch extrem selten, prinzipiell jedes Organ betroffen sein, vor allem die regionalen 
Lymphknoten werden im Rahmen einer Lymphknotenbeteiligung bevorzugt infiltriert. 
Eine Knochenmarksbeteiligung ist möglich, wird jedoch oft erst bei der Autopsie 
festgestellt. Bei manchen Patienten kann sich durch die Immunschwäche eine Sepsis 
entwickeln, die einen oft zum Tode führenden fulminanten Verlauf mit sich zieht 
(Duvic et al., 2004). 
 
T (Haut)  
T1  limitierte Plaques oder Schuppen <10% der Körperoberfläche 
T2 generalisierte Plaques oder Schuppen >10% der Körperoberfläche 
T3 Tumoren 
T4 generalisierte Erythrodermie 
  
N (Lymphknoten) 
N0 nicht beteiligt 
N1 klinisch beteiligt, histologisch unauffällig 
N2 klinisch unbeteiligt, histologisch auffällig 
N3 klinisch beteiligt, histologisch auffällig 
  
M (viszeral)  
M0 Unbeteiligt 
M1 viszerale Beteiligung 
  
B (Blut)  
B0 keine atypischen zirkulierenden (Sezary-) Zellen 
B1 zirkulierende atypische (Sezary-) Zellen 
Tabelle 3: TNMB-Klassifizierung des CTCL 
 
Das allgemein benutzte Staging System, um Art und Ausmaß der Krankheit zu 
bestimmen, ist eine Abwandlung des Tumor, Nodi lymphatici, Metastasen (TNM) – 
Systems, welches 1978 beim Cutaneous T-cell lymphoma Workshop des National 
Cancer Institutes entwickelt worden ist (Tabelle 3 und 4) (Lamberg et al., 1979). Art 
und Ausmaß der Hautläsionen sind die wichtigsten Prognosefaktoren des CTCL. 
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Klinisches Staging System für SS und MF von 1978 
Klinische Stadien T N M 
IA T1 N0 M0 
IB T2 N0 M0 
IIA T1-2 N1 M0 
IIB T3 N0-1 M0 
IIIA T4 N0 M0 
IIIB T4 N1 M0 
IVA T1-4 N2-3 M0 
IVB T1-4 N0-3 M1 
Tabelle 4: Klinisches Staging System des CTCL 
Dieses System wurde bei dem National Cancer Institute Workshop im Jahre 
1978 in Anlehnung an das TNM System etabliert. 
 
Hämotoxylin-Eosin gefärbte Biopsien sind der wichtigste Bestandteil der 
Diagnosestellung beim CTCL. Frühe Läsionen können unspezifisch sein und nur 
eine marginale oberflächliche Infiltration durch lymphozytäre Zellen zeigen (Duvic et 
al., 2004). Läsionen fortgeschrittener Stadien zeigen charakteristische Verdickungen 
der Epidermis und ein dichtes lymphozytäres Infiltrat mit einem Begleitödem der 
Haut. Oft ist die Epidermis ähnlich wie bei der Psoriasis hyperplastisch und begleitet 
von einer Hyperkeratose und fokaler Parakeratose. Die Zellen befinden sich oft in der 
dermal-epidermalen Junktionszone. Bei der Mycosis fungoides ist die Bildung von 
Tumorzellansammlungen in der Epidermis, sogenannten Pautrier-Mikroabzessen, 
typisch. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der menschlichen Haut. 
Die Haut setzt sich aus der Epidermis, Dermis und der Subcutis zusammen. Das CTCL manifestiert 
sich vor allem in Epidermis und der epidermalen Junktionszone.  Entnommen aus: (Powell et al., 
2002) 
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1.2.3. Potentiell im CTCL exprimierte Chemokinrezeptoren 
Die molekularen Mechanismen, welche die Homöostase der Haut regulieren, 
ermöglichen auch den malignen Zellen des CTCL die Infiltration der Haut. Naive T-
Zellen zirkulieren wiederholt in Lymphknoten, um dort mit Antigen-präsentierenden 
Zellen in Kontakt zu kommen (von Andrian et al., 2003). Bei Aktivierung kommt es 
zur Expression des kutanen Lymphozyten Antigens (CLA) und verschiedener 
Chemokinrezeptoren, wie z.B. CCR4 (Reiss et al., 2001), welches den selektiven 
Epidermotropismus induziert. Beim CTCL gerät dieser Mechanismus außer Kontrolle 
(Ferenczi et al., 2002), es kommt zu einer übermäßigen Proliferation 
hautinfiltrierender monoklonaler T-Lymphozyten, welche bestimmte 
Chemokinrezeptoren verstärkt exprimieren. So wurden neben CCR4 auch die 
Rezeptoren CXCR3 (Lu et al., 2001) und CCR3 (Kleinhans et al., 2003) in 
verschiedenen CTCL-Unterformen in unterschiedlicher Ausprägung nachgewiesen 
und korrelieren mit dem klinischen Bild. 
Angesichts der offensichtlich zentralen Rolle von Chemokinen in der Pathogenese 
und Verlauf des CTCL erschien die weitere Untersuchung der exprimierten 
Chemokine als wichtiger Schritt. Vor allem der ausgeprägte Epidermotropismus und 
die im späteren Verlauf auftretende lymphatische Invasion sind auf die Expression 
spezifischer Chemokinrezeptoren zurückzuführen.  
 
Lymphatische Infiltration - CCR7 und CXCR5 
Das aggressive Sezary Syndrom geht immer mit einer lymphatischen Infiltration 
einher (Willemze et al., 1999). Ähnlich wie bei der Migration antigenpräsentierender 
dendritischer Zellen, werden die malignen T-Lymphozyten in der Peripherie aktiviert, 
akkumulieren in Lymphknoten und interagieren mit T-Zellen. Dendritische Zellen und 
T-Lymphozyten exprimieren den Chemokinrezeptor CCR7. Die höchste 
Rezeptordichte wird bei naiven, noch nicht aktivierten, T-Zellen und einer kleinen 
Untergruppe, den sogenannten zentralen T-Gedächtniszellen gefunden, während 
alle anderen reifen T-Zellen CCR7-negativ sind (Sallusto et al., 1999). Der CCR7-
Ligand CCL19 wird von dendritischen Zellen in den Lymphknoten gebildet und durch 
Transzytose auf dem Lymphendothel präsentiert (Kellermann et al., 1999; Katou et 
al., 2003), während der zweite CCR7-Ligand CCL21 konstitutiv vom Lymphendothel 
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selbst exprimiert wird. Zusammen mit den Adhäsionsmolekülen VCAM, LFA-1 und L-
Selektin wird durch diese Liganden die Adhäsion von Lymphozyten auf dem 
Lymphendothel (Gunn et al., 1998) vermittelt.  
Eine CCL21-Expression liegt auch im Lymphendothel der Haut vor. Die zentrale 
Rolle von CCR7 in der Migration von Leukozyten in dermale Lymphbahnen wurde in 
mehreren Studien demonstriert. In CCR7-knock-out-Mäusen konnten dendritische 
Zellen nicht in dermale Lymphbahnen eindringen (Ohl et al., 2004) oder in regionalen 
Lymphknoten akkumulieren (Forster et al., 1999).  
Neben der physiologischen Expression auf Lymphozyten und dendritischen Zellen 
wurde CCR7 auf transkriptionaler und Proteinebene ebenfalls in Brustkrebs- und 
Melanomzelllinien nachgewiesen. Wiley et al. (Wiley et al., 2001) erreichten mit 
Überexpression von CCR7 in Melanomzellen eine verstärkte 
Lymphknotenmetastasierung, während CCL21-Antikörper die Metastasierungsrate 
verringerten. Klinisch besteht in CCR7-exprimierenden Tumoren eine Korrelation 
zwischen CCR7-Expression und Lymphknotenmetastasen (Murakami et al., 2004; 
Heresi et al., 2005). Es ist also durchaus wahrscheinlich, dass CCR7 auch im CTCL 
die lymphatische Metastasierung bedingt. 
Im Zuge der Lymphozytenreifung, d.h. der Aktivierung von CD4-positiven T-Zellen 
durch dendritische Zellen wird CCR7 herunterreguliert und stattdessen CXCR5 de 
novo exprimiert, ein Chemokinrezeptor der normalerweise nur auf B-Zellen 
nachzuweisen ist. CXCL13, der CXCR5-Ligand wird in den B-Zell-reichen 
Lymphfollikeln produziert, jedoch nicht in der angrenzenden T-Zell-Zone. Die 
CXCR5-Expression verursacht die Migration der T-Zellen aus der T-Zell-Zone in die 
Lymphfollikel und eine weitere Differenzierung in Gedächtnis- oder Effektorzellen. 
CXCR5 geht während der weiteren Reifung allerdings schnell verloren, so dass 
CXCR5 wohl nur in der frühen T-Zell-Aktivierung eine Rolle spielt (Ohl et al., 2003).  
Eine CXCR5-Überproduktion ist in zahlreichen lymphoproliferativen B-Zell 
Erkrankungen nachzuweisen (Husson et al., 2002). Eine Beteiligung von CXCR5 an 
der Pathogenese von T-Zell-Lymphomen wurde bisher noch nicht beschrieben. 
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Hautinfiltration - CCR4 und CCR10 
Der Chemokinrezeptor CCR4 ist ein wichtiger Regulator bei der Rekrutierung von T-
Lymphozyten in die Haut. CCR4 ist vor allem auf CLA-positiven T-Helfer-
Lymphozyten vom Typ 2 coexprimiert (Sallusto et al., 1998), welche mit Hilfe von 
CLA an das Adhäsionsmolekül E-Selektin an dem Gefäßendothel binden und rollen 
können (Soler et al., 2003). Der vor allem von dem kutanen Gefäßendothel 
sezernierte Ligand CCL17 bildet einen chemotaktischen Gradienten und besitzt eine 
verstärkende Wechselwirkung mit dem CCR10-Liganden CCL27 bei Stimulation mit 
TNF-α (Vestergaard et al., 2004). Auch CCR4 ist mit einer Vielzahl von malignen, 
v.a. hämatologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht worden. Die Expression 
von CCR4 korreliert mit Hautmetastasierung, Prognose und Überleben von adulten 
T-Zell Lymphomen (Ishida et al., 2003). Auch das CTCL exprimiert regelmäßig CCR4 
(Ferenczi et al., 2002) – die Serumkonzentration von CCL17 reflektiert die klinische 
Aktivität bei Mycosis fungoides (Kakinuma et al., 2003). Weiterhin scheint CCR4 mit 
der Pathogenese des systemischen Lupus erythematodes (Okamoto et al., 2003) 
und mit allergischen pulmonalen Erkrankungen assoziiert zu sein (Chantry et al., 
2002). Die allergische Wirkung wird vor allem durch CCL22, einem weiteren CCR4-
Liganden vermittelt, der auch von intestinalen Zellen sezerniert wird. Dermale 
Keratinozyten sezernieren bei entzündlichen Prozessen, wie z.B. atopischer 
Dermatitis und Psoriasis eine Vielzahl von Chemokinen, z.B. CCL17 (Giustizieri et 
al., 2001). Weiterhin sezernieren sie in konstant niedriger Konzentration CCL27, ein 
Chemokin, welches nur in der Haut gefunden wird (Homey et al., 2002).  
CCL27 ist einer der Liganden für CCR10, einem Rezeptor der auf hautinfiltrierenden 
CLA-positiven T-Zellen exprimiert ist und eine wichtige Rolle in der kutanen 
Immunüberwachung spielt. Während in normaler, nicht entzündeter Haut nur eine 
geringe Expression von CCR10 vorliegt, ist in entzündlichen Prozessen eine höhere 
Anzahl CCR10-positiver Zellen nachzuweisen (Homey et al., 2002). CCL28, ein 
weiterer Ligand von CCR10 wird vor allem in mukösem Gewebe, wie z.B. 
Speicheldrüsen oder Darm gebildet (Kunkel et al., 2003; Ogawa et al., 2004). Eine 
Verbindung zum Kolonkarzinom und zum allergischen Asthma wird diskutiert 
(Dimberg et al., 2006; English et al., 2006).  
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Murakami et al. (Murakami et al., 2003) zeigten, dass humane Melanomzelllinien 
durchgehend CCR10 exprimieren und in Abhängigkeit von CCR10 Tumoren in der 
Haut bilden. Weiterhin löst eine Exposition von CCR10-positiven Zellen mit CCL27 
eine erhöhte Resistenz gegenüber den Apoptose induzierenden FAS-Liganden aus.  
Aufgrund der derzeitigen Datenlage ist zu erwarten, dass neben CCR4 auch CCR10 
eine Rolle in der Pathogenese des CTCL spielt. Möglicherweise besteht eine 
Korrelation zwischen Chemokinrezeptorexpression mit dem histologischen Subtyp 
oder dem klinischen Stadium. Weiterhin könnte CCR10 auch als Angriffspunkt für 
eine selektive Tumortherapie dienen. 
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1.3. Gezielte Beeinflussung der chemokinvermittelten 
Zellrekrutierung 
1.3.1. Selektive Chemokininhibitoren 
Die Kenntnis der Expressionsmuster von Chemokinen und Chemokinrezeptoren 
erlaubt nicht nur ein genaueres Verständnis der physiologischen Vorgänge bei der 
Zellrekrutierung, sondern ermöglicht auch deren gezielte Beeinflussung.  Mit 
selektiven Chemokinantagonisten ist es zum einen möglich, das Zusammenspiel 
verschiedener Chemokine und ihrer Rezeptoren zu untersuchen, indem die von 
ihnen regulierten Vorgänge nach Ausschaltung eines oder mehrerer Rezeptoren 
beobachtet werden. Zum anderen können Chemokinrezeptoren auch Zielstrukturen 
neuer Therapieansätze darstellen, z.B. bei der Tumortherapie, indem die Migration 
von Tumorzellen und das Tumorwachstum beeinflusst werden.  Auch die 
Beeinflussung der Entzündungsreaktion, z.B. bei der Transplantatabstoßung oder 
allergischen Erkrankungen, ist denkbar. 
Es existieren verschiedene Ansätze, um Chemokine bzw. deren 
Chemokinrezeptoren zu antagonisieren. So können Antikörper, small molecule 
antagonists, virale chemokinbindende Proteine, Heparine und kompetitive Inhibitoren 
zur Hemmung chemokingesteuerter Effekte, z.B. Chemotaxis, Neoangiogenese und 
Tumorwachstum, eingesetzt werden (Giles et al., 2006; Kakinuma et al., 2006).  
Relativ viele Ergebnisse liegen mit Antagonisten des proinflammatorischen 
Chemokins CCL5 vor. CCL5 wird im Mamma- und im Ösophaguskarzinom 
(Azenshtein et al., 2002), (Vaday et al., 2006) (Cartier et al., 2003) exprimiert. Bisher 
ist CCL5 als Ligand für drei Chemokinrezeptoren identifiziert worden, deren 
Expression vom Zelltyp abhängt: CCR1, CCR3 und CCR5. Die Erweiterung des 
signalgebenden N-Terminus ermöglicht der Herstellung potenter Antagonisten, die 
bereits erfolgreich im Tiermodell getestet wurden (Grone et al., 1999; Bedke et al., 
2002). Die am besten untersuchte und bisher potenteste Variante ist Met-RANTES, 
welches durch die N-terminale Erweiterung um einen Methioninrest erzeugt wird und 
dem in den Lysosomen von Escherichia coli enthaltenen Pro-CCL5 entspricht 
(Proudfoot et al., 1996). Als kompetitiver Antagonist bindet Met-RANTES direkt an 
das aktive Zentrum der CCL5-Rezeptoren. Es weist keine biologische Aktivität auf, 
induziert also keine Chemotaxis und hemmt im Gegenzug effektiv die CCL5-
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vermittelte Chemotaxis (Proudfoot et al., 1996). Ein Problem der klinischen 
Anwendung ist allerdings die relativ große Menge von Met-RANTES-Protein, die für 
eine systemische Gabe nötig ist (40-200µg/Tag/Ratte)  (Song et al., 2002). Weiterhin 
sind unerwünschte Effekte einer systemischen Gabe eines CCL5-Antagonisten zu 
erwarten, so dass eine lokale Therapie, z.B. bei der Transplantatabstoßung oder 
Tumortherapie, erstrebenswert erscheint. 
1.3.2. Glykosylphophatidylinositol-Anker 
Nahezu jedes Protein kann mit einem Glykosylphophatidylinositol (GPI)-Anker 
verbunden und so in Zellmembranen integriert werden. GPI-Anker integrieren 
physiologischerweise Proteine in Zellmembranen und sind auf fast allen eukaryonten 
Zellen zu finden. Ihr Molekulargewicht beträgt ca. 2kDa. Der Carboxyterminus des 
Proteins wird hierbei über eine Phosphodiesterbindung eines Phosphoethanolamins 
mit einem Trimannosyl-nicht-acetylierten Glucosaminkern (Man3-GlcN) verbunden. 
Das reduzierte Ende des Glucosamins ist mit einem Phosphatidylinositol (PI) 
verbunden, welches wiederum über eine weitere Phosphodiesterbindung mit einem 
hydrophoben Rest aus zwei Fettsäuren verbunden ist, der in die Zellmembran 
inseriert (Medof et al., 1996) (Abbildung 4).  
Die in die Zellmembran integrierten GPI-gebundenen Proteine werden 
physiologischerweise durch die Phospholipase C an der Diesterbindung des 
Phosphoinositols gespalten. Dies kann man sich für den Nachweis einer GPI-Protein-
Membranbindung zu Nutzen machen (Djafarzadeh et al., 2004).  Phospholipase C 
wandelt Phosphoinositol in 1,4,5-Inositoltriphophat um, welches die Kalziumkanäle 
des endoplasmatischen Retikulums öffnet und somit auch in der Signaltransduktion 
eine zentrale Rolle spielt (Katada et al., 1985).   
Die Funktion über GPI-Anker verankerter Proteine kann von reiner Adhäsion bis zur 
vollen Funktionsfähigkeit mit intrazellulärer Signaltransduktion reichen, wie z.B. bei 
MMP-Inhibitoren (Djafarzadeh et al., 2004). Die Bindung von Chemokinen an GPI-
Ankern ist bisher noch nicht beschrieben worden, im Prinzip kann jedoch jedes 
Protein durch Ersatz der 3`-Endsequenz durch die Sequenz eines ursprünglich GPI-
verankerten Proteins wie dem Adhäsionsmolekül LFA-3, zu einem GPI-gekoppelten 
Derivat verwandelt werden. Auf diese Art könnte eine längerdauernde endotheliale 
Integration unabhängig von anderen Faktoren wie Glykosaminoglykanen erreicht 
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werden. Ob die Funktionalität der gekoppelten Chemokine bzw. 
Chemokinantagonisten erhalten bleibt, ist offen.  
 
C=O
N-H
CH2
CH2
Protein
C-Terminus
Ethanolamin
Phosphat
Mannose
Glucosamin
Phosphatidylinositol
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Struktur eines Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-
Ankers 
GPI-Anker sind amphiphatische Strukturen, die aus einer Phosphatidylinositol-Kopfgruppe, 
verschiedenen Kohlenhydratresten und Phosphoethanolamin bestehen. Sie sind mit dem 
Carboxyterminus des jeweiligen Proteins verbunden und verankern selbiges durch die hydrophoben 
Fettsäuren des Phosopsholipides in der äußeren Schicht der Lipiddoppelmembran. Nach Medof et al., 
1996. 
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1.3.3. CCL5 – molekulare Struktur 
Die Kenntnis der CCL5-Struktur ist für das Verständnis der Funktion dieses 
Chemokins maßgeblich. Das Protein hat ein Molekulargewicht von 7,847 kDa und 
besteht aus 68 Aminosäuren und einer nach der Synthese im endoplasmatischen 
Retikulum abgespaltenen Pro-Sequenz (Nelson et al., 1998). Der isoelektrische 
Punkt liegt bei einem pH-Wert von 9,5, das Protein ist also stark basisch. Die für 
Chemokine typische Sekundärstruktur wird durch zwei Disulfidbrücken zwischen dem 
ersten (Aminosäure 10) und dritten (AS 34) und zwischen dem zweiten (AS 11) und 
vierten (AS 50) Cysteinrest gebildet (Nelson et al., 1998) (Abbildung 5).  
Dem Amino-Terminus kommt eine wichtige biologische Bedeutung zu. Der an die 
Chemokinrezeptoren bindende Teil erstreckt sich über die ersten sieben 
Aminosäuren. Ein um eine Methioninaminosäure verlängertes CCL5-Molekül, Met-
RANTES, ist wie in 1.3.1. beschrieben, ein potenter kompetitiver Inhibitor des 
Wildtyp-Chemokins. 
Ebenfalls biologisch relevant sind die GAG-Bindungsstellen (AS 44-47 und AS 55-
61). Über diese stark positiv geladenen Bindungsstellen können membrangebundene 
Glykosaminoglykane an das Protein binden und es so auf dem Endothel verankern. 
Neben den Proteoglykanen CD44 und CD138 besitzen auch Heparine und 
Heparansulfate über Glykosaminoglykanketten eine hohe Affinität zu den GAG-
Bindungsstellen von CCL5 (Proudfoot et al., 2001). Auch die Bildung großer 
Aggregate wird über die GAG-Bindungsstellen vermittelt. Die biologische Aktivität 
von CCL5 ist stark von dem Grad der Polymerisierung abhängig (Proudfoot et al., 
2001). Eine Veränderung der GAG-Bindungsstellen reduziert sowohl die Größe der 
Polymere als auch die biologische Aktivität erheblich (Proudfoot et al., 2001). 
Die Fähigkeit der Aggregation ist weiterhin von dem pH-Wert abhängig. Analysen der 
Quartärstruktur mit der nuclear magnetic resonance (NMR) (Skelton et al., 1995) 
haben gezeigt, dass CCL5 ab einem pH-Wert von 4,0 zur Aggregation neigt und 
große Polymere bildet, welches die Isolierung erschwert.   
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Abbildung 5: Aminosäure-Sequenz und Sekundärstruktur des RANTES Proteins nach 
Abspaltung der Signalsequenz. 
Der blau hinterlegte N-Terminus interagiert direkt mit den Rezeptoren CCR1, CCR3 oder CCR5. Die 
gelb hinterlegten Areale kennzeichnen die Bindungsdomäne für Glykosaminoaminogklykane. Die 
Cysteinaminosäruen, charakteristisch für CC-Chemokine, sind grün hinterlegt. 
Modifiziert entnommen aus dem Kapitel „The Chemokine RANTES“, (Peter J. Nelson et al.) in 
„Cyokines“; Handbuch der „Immunopharmacology Series“, Academic Press, 1998. 
 
Verantwortlich für Aggregation und Bildung von großen CCL5-Polymeren sind die 
Glutaminreste 26 und 66. Ein Austausch des Glutamins an Position 26 durch ein 
Alanin (E26A) hat die Bildung von Tetrameren, ein weiterer Austausch des Glutamins 
an Position 66 (E66A) die Bildung eines Dimers zur Folge (Proudfoot et al., 2001). 
Beide Mutationen verursachen aufgrund des geringeren Polymerisierungsgrades des 
RANTES-Moleküls eine verminderte biologische Aktivität (Proudfoot et al., 2001).  
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1.3.4. Mögliche Einsatzgebiete eines CCL5-Antagonisten 
Transplantatabstoßung 
Organtransplantationen stellen oftmals die einzige kausale Therapie irreversibler 
Organerkrankungen, wie z.B. der terminalen Nieren- oder Herzinsuffizienz dar, Die 
Abstoßung des transplantierten Organs ist häufig der limitierende Faktor 
(Fischereder et al., 2004; Halloran, 2004; Marks et al., 2006). Die Diagnose und 
Therapie der Abstoßungsreaktion (Host vs. Graft-Reaktion) ist daher eine große 
Herausforderung der modernen Transplantationsmedizin.  
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Organabstoßungsreaktion. 
Körperfremde MHC-II-Moleküle werden dem Immunsystem entweder direkt oder über 
antigenpräsentierende Zellen (APC) präsentiert. CD4-positive T-Helferzellen können über den T-Zell-
Rezeptor (TCR) die fremden MHC-II-Moleküle identifizieren. Je nach T-Zelltyp werden über Zytokine 
CD8-positive T-Killerzellen oder B-Zellen aktiviert. CD8-positive T-Zellen attackieren die 
körperfremden Zellen direkt, während B-Zellen zu Plasmazellen reifen und Antikörper, wie z.B. IgM 
oder IgG, produzieren. 
 
Bei der Transplantatabstoßung wird zwischen einer akuten und einer chronischen 
Reaktion unterschieden. Frühe akute Schädigungen beruhen auf einer interstitiellen 
Entzündung und können zum Funktionsausfall und letztendlich zum Absterben des 
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transplantierten Organs führen (Nankivell et al., 2006). Besonders in der zweiten und 
dritten Woche nach der Transplantation tritt die akute Abstoßungsreaktion auf. Eine 
engmaschige Kontrolle der Organfunktion durch Kontrolle von Laborwerten, 
Ultraschalluntersuchungen und ggf. Biopsie ist daher notwendig.  
Eintreten und Schwere der chronischen Abstoßungsreaktion hängen von dem 
Gefäßschaden ab, der bei der akuten Abstoßungsreaktion entstanden ist. Tritt eine 
akute Abstoßungsreaktion nicht oder nur abgeschwächt auf, ist die 
Wahrscheinlichkeit einer chronischen Abstoßung deutlich geringer (Marks et al., 
2006). Die chronische Entzündung der Gefäßwand verursacht eine Fibrosierung und 
Vernarbung, welche allmählich zu einer irreversiblen Gefäßstenosierung und dem 
Verlust der Organfunktion führen.  
CCL5 spielt eine wichtige Rolle bei der Transplantatabstoßung (Pattison et al., 1994). 
Die Expression der Rezeptoren CCR1, CCR3 und CCR5 hängen vom Zelltyp ab. 
Monozyten exprimieren CCR1 und CCR5, natürliche Killerzellen CCR1 und CCR5, 
eosinophile Granulozyten CCR1 und CCR3, während T-Zellen alle drei Rezeptoren 
exprimieren (Nelson et al., 1998). CCR1 und besonders CCR5 sind in die 
Transplantatabstoßung involviert (Nelson et al., 2001). 
Im Tierversuch zeigte sich, dass in präoperativ mit Met-RANTES perfundierten 
Transplantatnieren die akute Abstoßung und der damit verbundene Gewebeschaden 
vermindert werden. Die auf die akute Abstoßung folgenden chronischen 
Funktionseinbußen werden abgeschwächt (Grone et al., 1999; Song et al., 2002). 
Auch eine postoperative systemische Gabe von Met-RANTES verbessert die 
Prognose (Song et al., 2002). 
Fischereder et al. (Fischereder et al., 2001) konnten einen direkten Bezug zwischen 
der Ausprägung des CCL5-Rezeptors CCR5 bei den Nierentransplantatempfängern 
und der mittleren Transplantatüberlebenszeit herstellen. Bedingt durch eine recht 
häufige, in 20% der mitteleuropäischen Bevölkerung heterozygote und 2% 
homozygote, Deletion des 32bp im CCR5-Rezeptor (CCR5∆32), wird bei den 
Betroffenen ein nicht funktioneller Rezeptor auf der Zelloberfläche exprimiert. Diese 
Patienten zeigten eine deutlich verlängerte Transplantatsüberlebenszeit, es trat nur 
ein einziger Transplantatverlust im Beobachtungszeitraum auf (Fischereder et al., 
2001).  
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Eine Inhibition der CCR1/CCR5-CCL5-Achse würde die initiale Rekrutierung von 
Leukozyten vor der festen Adhäsion hemmen und die Infiltration des transplantierten 
Organs durch Leukozyten vermindern und könnte so Transplantatschäden und 
Funktionsverluste vermeiden. Die effektive Integration eines CCL5-Antagonisten in 
das Endothel des Spenderorgans würde die präoperativ zu applizierende Dosis 
deutlich verringern. Eine systemische postoperative Gabe wäre dann nicht zwingend 
notwendig, mögliche Nebenwirkungen würden minimiert, da die Wirkung des 
Antagonisten vor allem lokal zum Tragen käme.  
 
Tumortherapie 
Wie in Kapitel 1.2. beschrieben, orchestrieren Chemokine und ihre Rezeptoren auch 
die Tumorgenese und Tumormetastasierung, ähnlich ihrer Rolle in der Rekrutierung 
von Leukozyten und Stammzellen. Sie ermöglichen Tumorzellen eine erleichterte 
Disseminierung, durch Adhärenz der Tumorzellen auf dem Endothel, Extravasation 
aus Blutgefäßen und beeinflussen Angiogenese und Proliferation (Kakinuma et al., 
2006).  
Der Einsatz von Chemokin- und Chemokinrezeptorantagonisten erlaubt die 
experimentelle Untersuchung der Abhängigkeit verschiedener Tumoreigenschaften, 
wie z.B. Wachstum oder Metastasierung, von bestimmten Chemokinen. Desweiteren 
sind therapeutische Ansätze denkbar, um z.B. das Wachstum größerer Läsionen zu 
hemmen oder um die Proliferation kleiner dissemenierte Tumoren zu unterbinden 
(Kakinuma et al., 2006).    
In in vitro Experimenten wurde nach Exposition von B-16 Melanomzellen mit dem 
CCR10 hemmenden Pumiliotoxin eine erhöhte Sensitivität gegen Apoptose 
induzierende FAS-Liganden erreicht. Außerdem wurde im Mausmodell bei 
gleichzeitiger Gabe von CCL27-Antikörpern bei i.v.-Injektion von B16-Melanomzellen 
eine signifikant niedrigere kutane Tumormanifestation beobachtet (Murakami et al., 
2003), während eine Behandlung mit monoklonalen Antikörpern gegen den CCR7-
Liganden CCL21 eine verminderte lymphatische Metastasierung verursacht (Wiley et 
al., 2001). Eine Überexpression von CCR7 verursacht allerdings keine erhöhte 
Lungenmetastasierung, hier scheint vor allem CXCR4 eine Hauptrolle zu spielen.  So 
hatte im Mausmodell die Exposition von Mammakarzinomzellen mit CXCR4-
Antikörpern vor intravenöser Schwanzvenen-Injektion oder orthotoper 
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Transplantation eine verringerte Lungenmetastasierung zur Folge (Muller et al., 
2001).   
Im Ovarialkarzinomen wurde eine CCL22-vermittelte Infiltration durch T-Regulator-
Zellen beobachtet (Curiel et al., 2004), welche die Toleranz des Immunsystems 
gegenüber Tumorzellen vermitteln (Ramsdell, 2003). CCL22-Antagonisten inhibieren 
die Chemotaxis von T-Regulator-Zellen in Richtung maligner Aszitesflüssigkeit um 
ca. 50%, während CXCXL12-Antagonisten keine wesentliche Wirkung zeigen, so 
dass CCL22 als hauptsächlicher Lockstoff für T-Regulator-Zellen in malignem 
Aszites dient. In vivo rekrutieren Ovarialkarzinomzellen T-Regulator-Zellen in 
Abhängigkeit von CCL22. Klinisch wurde eine Korrelation zwischen Tumorstadium, 
Anzahl von infiltrierten T-Regulator-Zellen und der Lebenserwartung festgestellt 
(Curiel et al., 2004).  
Beim Mammakarzinom wurde eine Korrelation zwischen der Tumorprogression und 
der lokalen Tumorinfiltration von monozytären Zellen nachgewiesen (Stewart et al., 
1997).  Das proinflammatorische Chemokin CCL5 wird im Mammakarzinom 
signifikant überexprimiert und trägt möglicherweise zur Tumorprogression bei. CCL5 
verursacht hierbei eine erhöhte Rekrutierung von monozytären Zellen in den Tumor. 
Außerdem verstärkt es die Expression von Matrixmetalloproteinase (MMP) 9 von 
monozytären Zellen und beschleunigt die Neoangiogenese (Azenshtein et al., 2002). 
Eine Inhibition des von Tumoren sezernierten CCL5 bewirkt im Mausmodell eine 
signifikant verminderte Lungen- und Lebermetastasierung (Stormes et al., 2005). 
Eine lokale Inhibition von CCL5 durch einen membranständigen CCL5-Antagonisten 
in dem Primärtumor oder seinen Metastasen könnte die lokale Infiltration von 
monozytären Zellen und somit auch die Tumorprogression hemmen, während 
unerwünschte systemische Effekt verhindert werden könnten. 
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 2. Fragestellung und experimentelle Strategie 
 
Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Grundlagen der gezielten Migration und 
des organspezifischen Tropismus von Tumoren in Hinsicht auf neue 
Therapieansätze und dem Einsatz von  Chemokinantagonisten.  
Es wird zunächst die Chemokinrezeptorexpression in malignen Tumoren am Beispiel 
des kutanen T-Zell Lymphoms (CTCL) untersucht, um Chemokinrezeptoren zu 
identifizieren, die mit dem Epidermotropismus und der späteren Infiltration des 
lymphatischen Systems in Zusammenhang stehen. Weiterführend wird die 
Herstellung eines GPI-gekoppelten  Chemokin-Antagonisten, der zur gezielten 
Beeinflussung der chemokingesteuerten Zellrekrutierung im Tumor- oder 
Transplantatabstoßungsmodell eingesetzt werden kann, beschrieben. 
 
Untersuchung der Chemokinrezeptorexpression im CTCL  
Eine genaue Analyse der Chemokinrezeptorexpression vertieft das 
pathophysiologische Verständnis des CTCL und erlaubt die Evaluierung des 
Metastasierungspotentials und kann die Grundlage für neue Therapieansätze z.B. 
blockierende Antikörper oder kompetitive Antagonisten (ähnlich wie Met-RANTES-
GPI) bilden. Die Migration von CD4-positiven T-Helfer-Zellen, dem Phänotyp 
maligner CTCL-Zellen, wird durch die Chemokinrezeptoren CCR4 und CCR10 
beeinflusst Homey et al., 2002; Soler et al., 2003). Eine CCR4-Expression wurde im 
CTCL bereits nachgewiesen (Ferenczi et al., 2002; Kallinich et al., 2003; Shimauchi 
et al., 2006). Bei anderen Tumoren, wie z.B. dem malignen Melanom besteht ein 
Zusammenhang zwischen Hautmanifestation und CCR10-Expression (Murakami et 
al., 2003). Bei dem malignen Melanom und auch anderen Tumoren hängt die 
lymphatische Metastasierung von der Expression der Chemokinrezeptoren CCR7 
oder CXCR5 ab. (Wiley et al., 2001; Murakami et al., 2004) ab. Aus diesen Gründen 
erscheint die funktionale Expression der Chemokinrezeptoren CCR10, CCR7 und 
CXCR5 im CTCL ebenfalls wahrscheinlich. 
Hieraus leiten sich folgende Arbeitshypothesen ab: 
1. CCR10 wird im CTCL exprimiert und vermittelt den Epidermotropismus. 
2. CCR7 und/oder CXCR5 werden im CTCL exprimiert und fungieren als 
Mediatoren der lymphatischen Metastasierung. 
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Beeinflussung der chemokinvermittelten Zellrekrutierung 
Die Identifizierung von Chemokinrezeptoren als Mediatoren der Zellrekrutierung 
erlaubt eine gezielte Beeinflussung dieses Mechanismus, um Tumordifferenzierung 
und –metastasierung, Transplantatabstoßung oder Entzündungsreaktionen zu 
steuern. Eine Möglichkeit der selektiven Inhibition besteht durch kompetitive 
Chemokinantagonisten.  Die größte Erfahrung liegt mit Met-RANTES, einem am N-
Terminus erweiterten CCL5-Antagonisten vor. Met-RANTES hemmt effektiv die 
CCL5-induzierte Migration (Proudfoot et al., 1996) von Leukozyten und ist im 
Nierentransplantationsmodell erprobt. Prä- und postoperativ systemisch appliziert, 
inhibiert es die akute und chronische Transplantatabstoßung (Grone et al., 1999; 
Song et al., 2002).  
 
 
Abbildung 7: Wirkungsweise eines GPI-verankerten CCL5-Antagonisten 
Der GPI-verankerte CCL5-Antagonist inhibiert die CCL5-vermittelte Haptotaxis,  die Leukozyten sind 
nicht mehr in der Lage, fest zu adhärieren und das Gefäß zu verlassen (vgl. Abbildung 3). Die GPI-
verankerten Antagonisten verweilen länger auf der Endotheloberfläche als frei zirkulierende Varianten. 
 
Eine Verwendung in CCR5-abhängigen Tumormodellen, z.B. Mamma-Ca, ist ebenso 
denkbar, wie der Einsatz bei akuten oder chronischen Entzündungsreaktionen 
unterschiedlicher Genese. Die systemische Anwendung des Inhibitors ist aufgrund 
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der relativ großen benötigten Menge zeit- und kostenintensiv. Systemische 
Nebenwirkungen sind außerdem sehr wahrscheinlich. Ziel war es deshalb, durch die 
Fusion von Met-RANTES mit einem GPI-Anker, einen fest im Gefäßendothel 
inserierenden CCL5-Antagonisten zu generieren, um eine hohe Lokalkonzentration 
und eine langdauernde Wirkung bei gleichzeitig geringerer benötigten Menge zu 
erreichen (Abbildung 7). Die Kombination eines Chemokins mit einem GPI-Anker ist 
ein innovatives Konzept und wurde noch nicht beschrieben.  
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Experimentelle Strategie 
 
Untersuchung der Chemokinrezeptorexpression im CTCL 
Die in vitro Experimente wurden mit der etablierten und genetisch stabilen Sezary 
Syndrom-Zelllinie HUT-78 durchgeführt: 
• RT-PCR und Durchflusszytometrie zur Untersuchung der 
Chemokinrezeptorexpression 
• Migrationsversuch zum Nachweis der funktionellen Expression von 
Chemokinrezeptoren 
• Vergleich der Chemokinrezeptorexpression der CTCL-Linie HUT-78 mit 
Zelllinien von peripheren, nicht die Haut infiltrierenden Lymphomen  
• Immunhistochemie von CTCL-Biopsien zur Erfassung der in vivo Distribution 
der Chemokinrezeptoren in betroffenen Hautarealen und befallenen 
Lymphknoten 
 
Herstellung eines GPI-gekoppelten Chemokinantagonisten 
Die Isolierung von Met-RANTES ist aufgrund des hohen Polymerisierungsgrades und 
der deshalb benötigten hohen Salzkonzentrationen relativ aufwendig. Daher werden 
zunächst mehrere Veränderungen in das native CCL5-Molekül eingeführt. Diese 
Modifikationen des CCL5-Proteins sind Bestandteil der Dissertation von Herrn cand. 
med. Jérôme Huppertz.  
• Austausch eines Glutamins an Position 26 (E26A) und Austausch des 
Glutamins an Position 66 (E66A) zur Herstellung eines tetramerisierenden 
(E26A) bzw. dimerisierenden (E66A) Proteins 
• Fusion des Carboxyterminus von Met-RANTES mit einem GPI-Anker 
• Transfektion der dihydrofolatdefizienten Chinese Hamster Ovary (CHO)- 
Zelllinie mit dem Met-RANTES-GPI-Konstrukt. Gleichzeitige Mittransfektion 
von Dihydrofolatreduktase zur Selektion nichttransfizierter Zellen durch ein 
Selektionsmedium 
Das in den CHO-Zellen stabil exprimierte Met-RANTES-GPI-Konstrukt muss nun 
isoliert und durch die Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC) gereinigt werden. 
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Dazu sind mehrere Reinigungsschritte nötig, deren Optimierung im Rahmen dieser 
Arbeit erfolgen:  
• Erster Schritt: Heparinaffinitätschromatographie  
• Zweiter Schritt: Kationenaustauschchromatographie  
• Dritter Schritt: Molekülgrößensensitive Gelfiltration  
Nach der erfolgreichen Isolierung wird die Funktionalität des Proteins überprüft: 
• Durchflusszytometrie zum Nachweis der Wiederaufnahme (Reinkorporation) 
des Antagonisten durch humane Endothelzellen (HuMVEC)  
• Transendothelialer Migrationsversuch zum Nachweis der effektiven Hemmung 
der transendothelialen Migration von Leukozyten 
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3. Material und Methoden 
3.1. Material 
3.1.1. Zellkultur 
Medien und Zusätze 
 
Kulturmedien Bezugsquelle 
Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (D-MEM) Invitrogen, Carlsbad, USA 
MEM Alpha Medium Invitrogen, Carlsbad, USA 
RPMI 1640 Invitrogen, Carlsbad, USA 
Endothelial Cell Growth Medium PromoCell, Heidelberg 
Kulturzusätze  
dialysiertes fetales Kälberserum (dFBS) Invitrogen, Carlsbad, USA 
fetales Kälberserum (FBS) Biochrom AG, Berlin 
Penicillin/Streptomycin (P/S) PAA Laboratories, Pasching 
Hypoxanthin-Thymidin (HT) Invitrogen, Carlsbad, USA 
sonstige Reagenzien  
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) PAA Laboratories, Pasching 
Trypsin-EDTA PAA Laboratories, Pasching 
EDTA Biochrom AG, Berlin 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
MycoAlert Mycoplasma Detection Kit Lonza, Rockhand, USA 
 
 
Medien für die Kultur von Epicuran coli 
 
Medium Substanz Menge 
LB- Agarplatte Trypton 10g 
  Hefeextrakt 5g 
  NaCl 10g 
  Bactoagar 15g 
   H2O auf 1l 
NZY-Medium NaCl 5g 
  MgSO4 2g 
  Hefeextrakt 5g 
  NZamine 10g 
  Bactoagar 15g 
    H2O auf 1l 
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Zelllinien 
 
Zelllinie Beschreibung Medium Zusätze Bezugsquelle 
CHO/dhfr- (transfiziert 
mit Met-RANTES-GPI) 
Dihydrofolatdefiziente Ovarzellen 
aus chinesischem Hamster MEM Alpha 
10% dFBS 
1% P/S 
1% H/T 
ATCC* 
HUT-78 Immortalisierte humane Sezary 
Syndrom Zelllinie RPMI 1640 10% FBS ATCC 
Jurkat Immortalisierte humane T-Zell-
Leukämie Zelllinie RPMI 1640 10% FBS ATCC 
SUP-T1 Immortalisierte humane lympho-
blastisches Lymphom T-Zelllinie 
RPMI 1640 10% FBS ATCC 
MOLT4 
Immortalisierte humane akute lym-
phoblastische T-Zellleukämie 
Zelllinie 
RPMI 1640 10% FBS ATCC 
THP-1 
Immortalisierte humane akute 
monozytäre T-Zellleukämie Z-
Zelllinie 
RPMI 1640 10% FBS ATCC 
HuMVEC Immortalisierte humane 
mikrovaskuläre Endothelzelllinie D-MEM 10% FBS 
PromoCell, 
Heidelberg 
. *American Type Culture Collection, Manassas, USA 
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3.1.2. Puffer und Lösungen 
Alle verwendeten Puffer wurden, wenn nicht anders angegeben, in Injektionswasser 
hergestellt. 
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC): 
Puffer Zusammensetzung 
Hypertonischer Lysepuffer 5mM Tris/HCl 
  0,1 mM EDTA 
  2mM Magnesiumchlorid 
  1 Proteinase-Inhibitor-Tablette/10ml 
  pH 7,5 
Extraktionspuffer 10mM Natriumchlorid 
  1% Triton X-100 H 
  50 mM Tris/HCl 
  5mM EDTA 
  1 Proteinase-Inhibitor-Tablette/10ml 
  pH 7,4 
Heparin-Äquilibrierpuffer 100mM NaCl 
  10mM Natriumphosphat 
  0,1% Triton X-100-H 
  pH 7,4 
Heparin-Elutionspuffer 1200mM NaCl 
  10mM Natriumphosphat 
  0,1% Triton X-100-H 
  pH 7,4 
Heparin-Regenerierpuffer 2000mM NaCl 
  10mM Natriumphosphat 
  1% Triton X-100-H 
  pH 7,4 
Kationenaustausch-Äquilibrierpuffer 100mM NaCl 
 10mM Natriumphosphat 
 0,1% Triton X-100-H 
 pH 7,4 
Kationenaustausch-Elutionspuffer 1200mM 
 10mM Natriumphosphat 
 0,1% Triton X-100-H 
 pH 7,4 
Kationenaustausch-Regenerierpuffer 2000mM NaCl 
 10mM Natriumphosphat 
 1% Triton X-100-H 
 pH 7,4 
TSK-Puffer 0,025% Triton X-100-H 
  In 1x PBS 
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SDS-PAGE: 
Puffer  Zusammensetzung 
Anodenpuffer (10x) 1 M Tris/HCl 
  In Wasser, pH 8,3 
Kathodenpuffer (10x) 1M Tris/HCl 
  1M Trizin 
  1% SDS 
  In Wasser, pH 8,3 
 
 
 
Silberfärbung: 
Alle Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, in Wasser hergestellt. 
 
Lösung Zusammensetzung 
Fixierbad 50% Methanol 
  10% Essigsäure 
 40% Wasser 
Inkubationslösung 12,65 mM Natriumthiosulfat 
  0,5M Natriumazetat 
  0,5% Glutaraldehyd (20%) 
  30% Ethanol 
Silberlösung 0,1% Silbernitrat 
  0,06 Formaldehyd (37%) 
Entwicklerlösung 235,9 mM Natriumcarbonat 
  0,03% Formaldehyd 
Stopplösung 800 mM EDTA 
  in Wasser 
 
Alle Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, in Wasser hergestellt. 
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3.1.3. Chemokine 
Die Chemokine wurden nach den Herstellerangaben in Injektionswasser gelöst und 
vor den Experimenten in der entsprechenden Konzentration im Versuchsmedium 
verdünnt. 
 
Chemokin Bezugsquelle 
rhCCL5 Peprotech, London, UK 
rhCCL17 Peprotech, London, UK 
rhCCL19 R&D Systems, Minneapolis, USA 
rhCCL21 R&D Systems, Minneapolis, USA 
rhCCL27 R&D Systems, Minneapolis, USA 
rhCXCL10 Peprotech, London, UK 
rhCXCL12 R&D Systems, Minneapolis, USA 
rhCXCL13 R&D Systems, Minneapolis, USA 
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3.1.4. Antikörper 
Die Antikörper wurden nach den Herstellerangaben in Injektionswasser gelöst und 
bei -20° gelagert. Vor den Versuchen wurden die Antikörper in vom Hersteller 
empfohlener Konzentration in PBS gelöst. 
 
CCR10 (a), CCR5 (c), CXCR3 (e), CXCR5 (g) und der korrespondierenden Isotypen Maus IgG2a (b), 
Maus IgG2a (d), Maus IgG1 (f) und Ratte IgG 2b (h) 
Primäre Antikörper 
Antikörper Spezies Bezugsquelle 
anti-hCCR4 Ziege Capralogics, Hardwick, USA 
anti-hCCR5 Maus, IgG2a BD Pharmingen, Heidelberg 
anti-hCCR5 VL3 Maus, IgG2b 
Labor Peter Nelson, AG Klinische Biochemie, München 
(von Luettichau et al., 1996) 
anti-hCCR7 Maus, IgG2b Millennium, Boston, USA 
anti-hCCR10 Maus, IgG2a Millennium, Boston, USA 
anti-hCXCR3 Maus, IgG2a BD Pharmingen, Heidelberg 
anti-hCXCR4 Maus, IgG2a R&D Systems, Minneapolis, USA 
anti-hCXCR5 Ratte, IgG2b R&D Systems, Minneapolis, USA 
 
Isotypen 
Antikörper Spezies Bezugsquelle 
IgG2a Maus BD Pharmingen, Heidelberg 
IgG2b Maus BD Pharmingen, Heidelberg 
IgG Ziege BD Pharmingen, Heidelberg 
IgG2a Ratte BD Pharmingen, Heidelberg 
 
 
Sekundärantikörper 
Antikörper Spezies Bezugsquelle 
Anti-Maus-FITC Affe Dako A/S, Glostrup 
Anti-Maus-PE Ziege BD Pharmingen, Heidelberg 
Anti-Ziege-FITC Kaninchen BD Pharmingen, Heidelberg 
Anti-Maus-biotinyliert Ziege BD Pharmingen, Heidelberg 
Anti-Ratte-biotinyliert Kaninchen BD Pharmingen, Heidelberg 
Anti-Ziege-biotinyliert Kaninchen BD Pharmingen, Heidelberg 
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3.1.5. Sonstige Lösungen 
Lösung Bezugsquelle 
TaqMan® Universal Mastermix Applied Biosystems, Foster City, USA 
First Strand Buffer (5x) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Tris/ HCL (1M) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Tris-Glyzin-SDS-Auftragspuffer Invitrogen, Carlsbad, USA 
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen, Carlsbad, USA 
NuPAGE® Transfer Buffer (20x) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Unmasking Solution Vector, Burlingame,  USA 
 
3.1.6. Chemikalien 
Chemikalie Bezugsquelle 
Acrylamid Merck, Darmstadt 
Bio-Rad-Reagenz Bio-Rad, Hercules, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 
EDTA Merck, Darmstadt 
Ethanol, absolut Merck, Darmstadt 
Formaldehyd (37%) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Methanol, absolut Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 
Natriumazetat Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid (5M) Merck, Darmstadt 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Proteinase-Inhibitor-Tabletten Complete Roche, Mannheim 
Salzsäure Roth, Karlsruhe 
Schwefelsäure Merck, Darmstadt 
Silbernitrat Merck, Darmstadt 
Trishydroxymethyaminomethan (Tris) Merck, Darmstadt 
Triton X-100, hydrogenisiert (Triton X-100-H) Calbiochem, San Diego, USA 
Wasser (Injektionswasser, Aqua ad iniectabilia) Braun, Melsungen 
Wasserstoffperoxid  Merck, Darmstadt 
Xylol, absolut Merck, Darmstadt 
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3.1.7. Oligonukleotide 
Die kommerziell erhältlichen und entwickelten sequenzspezifischen Oligonukleotide 
für hCCR4, hCCR5; hGAPDH und rRNA wurden von der Firma Applied Biosystems 
(Foster City, USA), als fertig gemischte Präparate aus je zwei Oligonukleotiden und 
einer Fluoreszenzsonde (Assay on Demand, AoD oder predeveloped assay 
reagents, PDAR) in 20facher Konzentration geliefert. Es besteht kein Unterschied 
zwischen den beiden Gemischformen, die Bezeichnung AoD ist lediglich etwas älter. 
Die Sequenzen der Oligonukleotide wurden nicht bekannt gegeben. Im Folgenden 
wird statt den Bezeichnungen AoD oder PDAR von Oligonukleotid/Sonden-
Gemischen gesprochen. 
Die folgenden zusätzlichen Sonden-Primer-Gemische wurden selbst hergestellt: 
 
Chemokin Primer Sequenz 
hCCR7 
Vorwärtsprimer 5´-GCTCCAGGCACGCAACTTT-3´ 
Rückwärtsprimer 5´-ACCACGACCACAGCGATGA-3´ 
Sonde 5´-AGCGCAACAAGGCCATCAAGGTG-3´ 
hCCR10 
Vorwärtsprimer 5´-GAGGCCACAGAGCAGGTTTC-3´  
Rückwärtsprimer 5´-CCTGGACATCGGCCTTGTA-3´ 
Sonde 5´-ACGCATACTCGGCTGAGCCACTGC-3´ 
hCXCR3 
Vorwärtsprimer 5´-TGGCCGAGAAAGCAGGG-3´ 
Rückwärtsprimer 5´-AGGCGCAAGAGCAGCATC-3´ 
Sonde 5´-AGACGTGGCCAAGTCGGTCACCTC-3´ 
hCXCR5 
Vorwärtsprimer 5´-TTGCCTTGCCAGAGATTCTCTT-3´ 
Rückwärtsprimer 5´-TGAACCAGGCATGCGTTTC-3´ 
Sonde 5´-TGCCACGTTGCACCTTCTCCCAA-3´ 
 
Primer für die Klonierung von LFA-3 und CCL5 
 
Molekül Primer Sequenz 
LFA-3 
Vorwärtsprimer 5´- -3´ 
Rückwärtsprimer 
5´-
TCATATACAGCACAATACATGTTG-3´ 
 
hCCL5 Vorwärtsprimer 5´- -3´ 
Rückwärtsprimer 5´-TGGGATACAGGTTGTTCTAGAGCTCATCTCCAAAGATTGATG-3´ 
 
LFA-3:  
Der Vorwärtsprimer korrespondiert mit den Nukleotiden 616-633 von LFA-3 und 
enthält eine integrierte Restriktionsstelle die von der Restriktionsendonuklease XbaI 
gespalten werden kann und das Subklonieren ermöglicht (in Tab. unterstrichen). Der 
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Rückwärtsprimer korrespondiert mit den Nukleotiden 860-877 von LFA-3 und enthält 
eine eingebaute SalI-Schnittstelle (in Tab. unterstrichen). 
 
hCCL5:  
Der Vorwärtsprimer enthält das Startkodon für das humane CCL5, die EcoRI 
Restriktionsstelle (in Tab. unterstrichen) und die ersten 16 hCCL5-kodierenden 
Nukleotide beginnend mit dem Startkodon ATG. Der Rückwärtsprimer enthält 15 
Nukleotide GPI-Sequenz, eine XbaI-Restriktionsstelle (in Tab. unterstrichen) und 22 
Nukleotide hCCL5-Sequenz ohne Stopkodon, damit die GPI-Sequenz exprimiert 
werden kann. 
 
Primer zur Modifikation der CCL5-Sequenz 
Mutation Primer Sequenz 
Met-RANTES Vorwärtsprimer 5´-CCTGCATCTGCCATGTCCCCATATTCCTCG-3´ 
Rückwärtsprimer 5´-GGACGTAGACGGTACAGGGGTATAAGGAGC-3´ 
E66A Vorwärtsprimer 5´-CGTGCCCACATCAAGGCGTATTTCTACACCAG-3´ 
Rückwärtsprimer 5´-CTGGTGTAGAAATACGCCTTGATGTGGGCACG-3´ 
E26A Vorwärtsprimer 5´-GTACATCAACTCTTTGGCGATGAGCTCTAGAACAACC-3´ 
Rückwärtsprimer 5´-GGTTGTTCTAGAGCTCATCGCCAAAGAGTTGATGTAC-3´ 
3.1.8. Gebrauchsfertige Sets 
Gebrauchsset Verwendung Bezugsquelle 
Anti Mouse WesternBreezeTM 
Chemiluminscent Detection Kit – Anti Mouse Western Blot Invitrogen, Carlsbad, USA 
Vectastain®  ABC Kit Immunhistochemie Vector, Burlingame, USA 
DAB Substrate Kit for Peroxidase Immunhistochemie Vector, Burlingame, USA 
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Mutation Stratagene, La Jolla, USA 
Wizard Prep Kit Plasmidextraktion Stratagene, La Jolla, USA 
 
3.1.9. Geräte 
Gerät Hersteller 
Zellkultur-Zentrifuge MinifugeT Heraeus, Hanau 
 Zentrifuge Megafuge 10.R Heraeus, Hanau 
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg 
Ultrazentrifuge L70 mit Rotoren Vti 65 und Ti45 Beckman Coulter, Krefeld 
Ultraminizentrifuge Optima TL mit Rotor TLV-100 Beckman Coulter, Krefeld 
Mixer Vortex Genie 2 Bender & Hobein, Zürich,Schweiz 
Sterile Werkbank 1 Bioflow, Meckenheim 
Sterile Abdeckung SterilGuard Hood Baker, Sanford, Maine, USA 
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Elutriator J6M Beckmann Instruments 
Luminometer Lumat LB 9501 und Lumat LB 9507 Berthold, Bad Wildbad 
Geltrockner Gel dryer 583 BioRad, München 
Netzgeräte PowerPac 300 und 3000 BioRad, München 
Transformationsgerät E.coli-Pulser BioRad, München 
Sterilfiltrator Centricon concentrator Amicon Ultra 
10,000 MWCO Millipore, Eschborrn 
ELISA-Lesegerät GENiosPlus Tecan, Crailsheim 
Durchflusszytometriescanner FACSCalibur BD Biosciences, San Jose, USA 
Gelkammer Novex, San Diego 
RT-PCR Gerät TaqMan 7700 Applied Biosystems, Foster City, USA 
Mikroskop Axiovision Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 
Brutschrank BB 6220 CU Heraeus, Hanau 
Wasserbad DC-1 Haake, München 
Schüttelfähiger Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
3.1.10. Software 
 
Software Modalität Hersteller 
CellQuest  Durchflusszytometrie BD Biosciences, Bedford, USA 
AbiPrism RT-PCR Applied Biosystems, Foster City, USA 
xFluor ELISA, Migration Tecan, Crailsheim 
Unicorn 4.0  FPLC Amersham Biosciences, Uppsala, SWE 
MatInspector Mutation Genomatix, Ann Arbor, USA 
 
3.1.11. Säulenchromatographie 
 
Alle Reinigungsschritte wurden mit einem Äkta FPLC-System (Amersham 
Biosciences, Uppsala, SWE) durchgeführt. 
 
Säule Hersteller 
Heparin Sepharose Fast Flow 12ml Amersham Biosciences, Uppsala, SWE 
Umsalzung (HiTrap Desalting, 2 x 5ml) Amersham Biosciences, Uppsala, SWE 
Kationenaustausch SP Sepharose HP Amersham Biosciences, Uppsala, SWE 
TSK-(Toyo Soda Kogiyu) Gelsäule, 15ml Tosoh Bioscience, Stuttgart 
Amicon® Centricon® Concentrator MWCO 10000 Millipore, Billerica, USA 
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3.1.12. Verwendete Platten 
 
Platte Matrix Verwendung Hersteller 
HTS FluoroblokTM Multiwell Insert System 8µm 8 x 12 Migration 
BD Biosciences, 
Bedford, USA 
HTS FluoroblokTM Multiwell Insert System 3µm 4 x 6 Migration 
BD Biosciences, 
Bedford, USA 
Rundboden-Mikrotiterplatte 8 x 12 
Durchflusszyto-
metrie 
Greiner Bio-One, 
Frickenhausen 
Optical Reaction Plate 8 x 12 TaqMan® 
Applied Biosystems, 
Foster City, USA 
 
3.1.13. Sonstige verwendete Materialien 
 
Gerät Verwendung Hersteller 
Zählkammer Zellkultur Novex 
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3.2. Zellbiologische Methoden 
3.2.1. Zellkultur 
Die Kultur wurde in 150 cm3 Kulturflaschen unter Standardbedingungen (37°C, 100% 
Luftfeuchtigkeit, 5% CO2) durchgeführt. Um Kontaminationen mit Pilzen und 
Bakterien zu vermeiden, wurden alle Arbeitsschritte mit lebendigen Zellen unter 
sterilen Bedingungen und sterilen Reagenzien durchgeführt. Die Kulturmedien 
wurden vor der Benutzung in einem Wasserbad auf 37°C erwärmt. Um 
Mykoplasmeninfektionen frühzeitig zu erkennen, wurden die Zellen monatlich auf 
eine Mykoplasmeninfektion getestet. Die verwendeten Zelllinien und Kulturmedien 
sind unter 3.1.1. aufgeführt. 
3.2.2. Ernten von Zellen 
Das Kulturmedium wurde jeden dritten Tag ausgetauscht und die Kulturen wurden 
bei 90%-Konfluenz im Verhältnis 1:3 bis 1:10 gesplittet. Adhärent wachsende Zellen 
wurden hierbei vorher mit 4ml PBS gewaschen und mit 2ml 5mM 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) für 
10 Minuten inkubiert. Anschließend wurde10 ml Medium mit Serum zur Neutralisation 
der EDTA dazugegeben. Die Zellsuspension wurde in ein 15ml-Röhrchen überführt 
und bei 220g für 3 Minuten abzentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das 
Zellpellet wurde mit der entsprechenden Menge Kulturmedium verdünnt und in eine 
neue Kulturflasche überführt oder für die entsprechenden Versuche verwendet. 
3.2.3. Einfrieren von Zellen 
Zur langdauernden Lagerung wurden lebende Zellen im entsprechenden 
Kulturmedium mit 10% Dimethylsulfoxid in einem Isopropanolbehälter für 24 Stunden 
bei –80°C und anschließend in flüssigem Stickstoff bei –180°C eingefroren. 
3.2.4. Zählen von Zellen 
Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Hierfür wurden 50µl 
aus der Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau verdünnt und in die Zählkammer 
pipettiert. Es wurden nur Trypanblau-negative, lebendige Zellen von vier 
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Großquadraten für einen Versuch ausgezählt. Anschließend wurde die Zellzahl pro 
ml mittels folgender Formel ermittelt: 
 
Zellzahl ∕ ml = gezählte Zellzahl ∕ 4 × Verdünnungsfaktor × 104 
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3.3. Durchflusszytometrie 
Mit der Durchflusszytometrie ist es möglich, mit Hilfe eines Lasers gleichzeitig die 
Größe (Vorwärtsstreulicht), Granularität (Seitwärtsstreulicht) und 
Oberflächenproteine (durch Farbstoff-konjugierte Antikörper) einer Zelle quantitativ 
zu analysieren. Die verwendete Laserwellenlänge von 488nm entspricht der 
Wellenlänge der geläufigen fluoreszierenden Farbstoffe Fluoreszeinisothiocyanat 
(FITC, grün, Emissionswellenlänge von 530 nm) und Phycoerythrin (PE, rot, 
Emissionswellenlänge von 585 nm).  
Die Oberflächenproteine werden bei der Durchflusszytometrie mit einem 
Primärantikörper markiert. Mittels eines fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpers 
wird die Konzentration des Primärantikörpers im Vergleich zu einem entsprechenden, 
unspezifischen Isotypen gemessen.  
Verschiedene Chemokinrezeptoren wurden mit der Durchflusszytometrie untersucht. 
Alle Inkubationsschritte wurden bei einer Temperatur von 4°C durchgeführt. Für die 
Detektion des CCL5-GPI Fusionsprotein wurde der monoklonale hCCL5-spezifische 
Antikörper VL3 (von Luettichau et al., 1996) verwendet, Die kommerziell erhältlichen 
Antikörper, die jeweiligen Isotypen und sekundären Antikörper sind im Materialteil 
beschrieben. Es wurden jeweils 2 x 105 Zellen in 100µl PBS in einer 96-Well-
Rundboden-Mikrotiterplatte ausplattiert.  
Die Zellen wurden folgendermaßen gewaschen: die Mikrotiterplatte wurde 2 Minuten 
bei 300g zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen erneut in 100 µl PBS 
resuspendiert.  
Die Zellen wurden mit dem Primärantikörper (gelöst in 50µl PBS) eine Stunde lang 
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen mit dem zweiten Antikörper 
(ebenfalls gelöst in 50µl PBS) 40 Minuten inkubiert. Um ein vorzeitiges Ausbleichen 
des Farbstoffs zu verhindern, wurden die Ansätze mit dem zweiten Antikörper bei 
Dunkelheit inkubiert. 
Vor der Analyse wurden die Proben zweimal mit PBS gewaschen und mit 200µl PBS 
in dedizierte Durchflusszytometrieröhrchen überführt. Um bei der Analyse nur die 
vitalen Zellen einzuschließen, ist jede Probe mit 1µl Propiumiodid (PI) angefärbt 
worden, welches nur Zellen mit zerstörter Membranintegrität anfärbt. Die Auswertung 
erfolgte mit einem BD FACSCalibur-Gerät und mit der CellQuest-Software. Avitale 
PI-positive Populationen wurde exkludiert. Die abgebildeten Histogramme stellen die 
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Fluoreszenz des spezifischen Antikörpers im Vergleich zum jeweiligen 
unspezifischen Antikörper dar.  
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3.4. Quantitative Real Time TaqMan® PCR (RT-PCR) 
Die quantitative Real-Time-PCR basiert auf dem Prinzip der herkömmlichen 
Polymerase-Kettenreaktion und erlaubt die Vervielfältigung von DNA. Zusätzlich 
besteht die Möglichkeit der Quantifizierung mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am 
Ende bzw. während eines PCR-Zyklus. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der 
Menge der PCR-Produkte zu. Vor der Quantifizierung muss zunächst Gesamt-RNA 
isoliert und in cDNA umgeschrieben werden. 
 
RNA-Isolierung und reverse Transkription 
Für einen Versuch wurden 2x106 Versuchszellen in 2ml PBS gelöst und 4 Minuten 
bei 220g zentrifugiert. Das Sediment wurde bei –20°C bis zur RNA-Isolierung 
eingefroren.  
Die Gesamt-RNA der Zellen wurde dem Protokoll der Firma Qiagen (Hilden, 
Deutschland) entsprechend durch Zentrifugation isoliert und mit 33µl RNAse-freiem 
Wasser pro Säule eluiert. DNAsen wurden während der Isolierung mit dem 
kompatiblen Reagenzienpaket nach Protokoll des Herstellers entfernt. 
Für die reverse Transkription von 33µl Säulen-Extrakt wurden je 3µl für eine 
Negativkontrolle ohne Reverse Transkriptase (RT--Ansätze) in ein neues Gefäß 
überführt. Die restlichen 30µl Extrakt wurden mit folgender Reaktionslösung in cDNA 
umgeschrieben (RT+-Ansätze):  
 
Probe 1x 
First Strand Buffer (5x) 60,40% 
DTT 13,4 mM 
dNTP 1,5 mM 
RNAsin 2,5 U/µl 
Acrylamid 0,7 µM 
Hexamernukleotide (10x) 3,4% 
Tabelle 5: Zusammenstellung der Reaktionslösung für die reverse Transkription 
Die oben angegebenen Komponenten wurden zu einer 
Reaktionslösung für alle Ansätze der RT-PCR gemischt. 
 
Die reverse Transkription wurde ohne Änderungen nach dem Protokoll der Firma 
Applied Biosystems durchgeführt. 
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Die RT--Ansätze wurden einer Verdünnung von 1:10 entsprechend mit RNAse-freiem 
Wasser auf 30µl aufgefüllt, während zu den RT+-Ansätzen jeweils 1µl Superscript 
Reverse Transkriptase pipettiert wurde. 13,9µl der Reaktionslösung wurde zu allen 
Ansätzen gegeben und für 60 Minuten bei 42°C und leichtem Schütteln in einem 
schüttelfähigen Heizblock inkubiert. Alle Proben wurden danach bis zur weiteren 
Verwendung bei –20°C eingefroren. 
 
Real Time RT-PCR 
Die Real Time RT-PCR wurde auf einem TaqMan© System (Applied Biosystems, 
Weiterstadt, Deutschland) mit der hitzeaktivierten TaqDNA Polymerase (Amplitaq 
Gold, Applied Biosystems) und ohne Änderungen nach dem Protokoll der Firma 
Applied Biosystems durchgeführt. 
Die RT+-Proben wurden, wie zuvor die RT--Proben bei der reversen Transkription, 
mit RNAse-freiem Wasser 1:10 verdünnt. RT+- und RT--Proben wurden aus je drei 
unabhängigen, nacheinander mit der gleichen Zellcharge durchgeführten 
Experimenten, im Verhältnis 1:1:1 gemischt. 
Für jedes zu untersuchende Gen wurde eine Gebrauchslösung angesetzt, wobei 
unterschieden wurde, ob es sich bei den vorhandenen Sonden um kommerziell 
bezogene Oligonukleotid/Sonden-Gemische handelte oder ob Sonde und 
Oligonukleotide noch selbst gemischt werden mussten.  
Die Zusammensetzung der Gebrauchslösung war wie folgt: 
 
kommerziell erhältlich selbst generiert/ Primer und Proben 
TaqMan© Universal Mastermix 10 µl TaqMan© Universal Mastermix 10µl 
Oligonukleotid/Sondengemisch   1 µl Vorwärtsprimer 300 nM 
Wasser   7 µl Rückwärtsprimer 300 nM 
  Sonde 100 nM 
  Wasser auf 18µl auffüllen 
Tabelle 6: Zusammensetzung der Gebrauchslösung für die RT-PCR 
Für alle Gene wurde je eine Gebrauchslösung angesetzt, zu der anschließend die zu untersuchenden 
cDNA-Proben gegeben wurden. Zu den kommerziellen Oligonukleotid/Sondengemischen wurden 
keine Angaben über Konzentrationen von der Firma gemacht und lediglich das Mischungsverhältnis in 
der Gebrauchslösung angegeben. Die Angaben beziehen sich auf ein zu untersuchendes Gen und 
einen gemessenen Ansatz (Einfachansatz).  
 
 
Material und Methoden 
Seite 55 
Für die cDNA-unspezifische TaqMan©-Sonde rRNA wurden zur Kontrolle einer 
unspezifischen Fluoreszenz auch die RT--Ansätze gemessen. Außerdem wurden zur 
Kontrolle der Reinheit der Sonden jeweils Duplikate ohne cDNA-Proben gemessen 
(non template control, NTC). Alle Proben wurden wie folgt angesetzt: 
 
 RT+- Ansatz RT—Ansatz NTC 
Gebrauchslösung pro Gen 20 µl 20 µl 20 µl 
cDNA Proben 2,2 µl RT+ 2,2 µl RT- - 
 
Tabelle 7: Zusammensetzung der Ansätze für die TaqMan® RT-PCR 
Die Gebrauchslösung, die für das zu untersuchende Gen hergestellt wurde, wurde mit den cDNA-
Proben von RT+-Ansätzen und RT--Ansätzen versetzt. 
 
Es wurden jeweils 20 µl der Ansätze pro Well in die spezielle optische TaqMan©-
PCR-Platte pipettiert und mit einer Folie luftdicht verklebt. Nach einer kurzen 
Zentrifugation wurde die Platte in das TaqMan©-Gerät gestellt und das Programm 
gestartet. 
Das Programm sieht einen initialen Halt nach 2 Minuten bei 50°C und nach 10 
Minuten bei 95°C vor. Danach durchliefen die Proben 40 Zyklen bei 95°C für jeweils 
15 Sekunden und einen Zyklus bei 60°C für 60 Sekunden. 
Die Quantifizierung der DNA-Menge basiert nicht auf absoluten Mengen des PCR-
Produktes, sondern auf der Kinetik der Reaktion. Es wird der sogenannte Ct-Wert, 
ein Fluoreszenz-Schwellenwert berechnet. Dieser Schwellenwert wurde manuell an 
jenen Zyklus angepasst, in dem die Kurven anfingen zu steigen. Bei Proben mit 
unbestimmtem Ct-Wert wurde dieser gleich 40 gesetzt, da bei einer über 40 Zyklen 
durchgeführten RT-PCR die Probe als negativ gemessen wurde. Die NTC-Ansätze 
und RT—Ansätze für rRNA und ß-Aktin wurden auf Fluoreszenznegativität überprüft. 
Es wurde festgelegt, dass die Ct-Werte der RT—Ansätze sich von den RT+- Ansätzen 
um mindestens fünf Zyklen unterscheiden sollten. Von den Ct-Werten aller 
Dreifachansätze, die nicht mehr als einen Zyklus voneinander entfernt lagen, wurden 
die jeweiligen Mittelwerte berechnet.  
Der Unterschied der Expression des Zielgens im Vergleich zur Referenzprobe, dem 
Haushaltsgen/rRNA wurde nach folgender Formel berechnet: 
 
dCT = Ct(Zielgen) – Ct(Referenzgen/rRNA) 
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Der dCt-Wert wurde als Potenz zur Basis 2 dargestellt, wobei der Endwert 2dCt 
entspricht. 
Bei den NTC-Kontrollen konnte keine Fluoreszenz, also keine Kontamination durch 
DNA festgestellt werden. Als Referenzgen diente rRNA. 
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3.5. Immunhistochemie 
Mit der Immunhistochemie werden Antigene auf Gewebeschnitten gefärbt und 
optisch dargestellt. Der Nachweis beruht auf der Affinität von Antikörpern zu einem 
bestimmten Epitop, bei der es zu einer spezifischen Bindung zwischen Epitop und 
Antikörper kommt. Der spezifische Antikörper wird Primärantikörper genannt. In 
einem zweiten Schritt wird ein sogenannter Sekundärantikörper aufgetragen, der an 
ein bestimmtes Enzym gebunden ist. Am gängigsten ist die Verwendung eines 
biotinylierten Sekundärantikörpers, an den der Avidin/ biotinylierte Peroxidase 
Komplex (AB-Komplex) bindet (Abbildung 8). Der Peroxidase wird 
Wasserstoffperoxid als Substrat angeboten. Die freiwerdenden Protonen oxidieren 
zugegebene farblose Chromogene (z.B. 3,3´-Diaminobenzidin, DAB) zu einem 
farbigen Endprodukt. 
 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung des Prinzips der Immunhistochemie 
Der erste Antikörper bindet spezifisch an das gesuchte Antigen. Der zweite biotinylierte Antikörper ist 
gegen den ersten Antikörper gerichtet. An das Biotin bindet der biotinylierte 
Avidin/Wasserstoffperoxidase-Komplex. Die Wasserstoffperoxidase setzt zugegebenes 
Wasserstoffperoxid um. Die freiwerdenden Protonen oxidieren  das dazugegebene Diaminobenzidin 
(DAB), welches eine bräunliche Farbe annimmt. 
 
Es wurden Hautbiopsien von sechs Sezary Syndrom-, sieben Mycosis fungoides-
Patienten und vier nicht näher definierten CTCL-Fällen analysiert. Außerdem wurden 
sechs Biopsien von befallenen Lymphknoten im Rahmen eines Sezary Syndroms 
untersucht. Bei den Biopsien handelte es sich ausschließlich um archiviertes 
Material, welches im Rahmen der klinischen Routine in der Klinik und Poliklinik für 
Dermatologie und Allergologie am Biederstein gewonnen wurde. CCR4 und CCR7 
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wurden auf sechs Hautschnitten untersucht. Die Biopsien waren jeweils 4µm dünn 
geschnitten und auf handelsüblichen Objektträgern formalinfixiert und in Paraffin 
eingebettet. 
Die Hautschnitte wurden zuerst deparaffinisiert. Hierfür wurden sie jeweils 10 
Minuten in 100% Xylol und danach 10 min in 100% Ethanol getaucht.  Die Schnitte 
wurden rehydriert, indem sie für jeweils wenige Sekunden in 96, 70 und 50% Ethanol 
in destilliertes Wasser gehalten wurden. 
Eine etwaige endogene Peroxidaseaktivität wurde blockiert, indem die Schnitte 15 
Minuten in 0,3% H2O2 in Methanol bei 22°C getaucht und danach mit Tris-Puffer, 
gespült wurden. Da durch Formalinfixierung und Paraffineinbettung 
Quervernetzungen zwischen verschiedenen Epitopen entstehen und dadurch die 
Immunreaktivität verloren geht, müssen die Antigene demaskiert werden, damit sie 
wieder durch spezifische Antikörper erkannt werden können. Hierzu wurden die 
Schnitte für 10 Minuten bei 1bar in einer auf Zitronensäure basierenden Lösung 
(Unmasking Solution, Vector, Burlingame, USA) autoklaviert, danach 40 Minuten 
abgekühlt und 15 Minuten mit PBS gespült.  
Bestimmte Gewebetypen können eine endogene Biotinaktivität oder Biotin- oder 
Avidin bindende Proteine und deshalb eine hohe unspezifische Biotinbindung 
besitzen. Aus diesem Grund wurde die endogene Biotin/Avidinaktivität vor der 
Inkubation neutralisiert (Blocking Kit, Vector). Die Schnitte wurden zuerst 15 Minuten 
mit der Avidin-blockierenden Lösung und nach Spülen mit PBS mit der Biotin-
blockierenden Lösung inkubiert.  
Danach wurden die Schnitte eine Stunde lang mit dem Primärantikörper in der von 
dem Hersteller empfohlenen Konzentration inkubiert. Nach der Inkubation wurden die 
Schnitte mit PBS gespült. 
Der biotinylierte Sekundärantikörper wurde ebenfalls in PBS in der vom Hersteller 
empfohlenen Konzentration gelöst. Die Schnitte wurden eine Stunde mit dem 
Sekundärantikörper inkubiert und danach mit PBS gespült. Zur Detektion des 
Antikörpers wurden die Schnitte mit der Vectastain ABC-Reagenz (Vector), welche 
den AB-Komplex beinhaltet, 30 Minuten inkubiert und danach 5 Minuten mit PBS 
gespült. Zur Färbung wurden die Schnitte in einer Lösung aus DAB und 
Wasserstoffperoxid in destilliertem Wasser (DAB Substrate Kit, Vector) gefärbt. Die 
Wasserstoffperoxidase setzt das hinzugegebene Wasserstoffperoxid um, die 
freiwerdenden Protonen oxidieren das DAB, in einem schwarzen Farbprodukt 
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resultierend. Zur Gegenfärbung wurden die Schnitte mit Methylgrün gegengefärbt 
und in 100% Ethanol fixiert.  
Die Schnitte wurden zusammen mit einem erfahrenen Facharzt für Pathologie (PD 
Dr. Huss) mit einem konfokalen Mikroskop untersucht. Zur Evaluation der CTCL-
Schnitte wurden 100 mononukleäre Zellen pro Gesichtsfeld (x200) gezählt. Der Anteil 
an positiv gefärbten Zellen ist folgendermaßen bestimmt worden:  
 
 
Positiv gefärbte Zellen  
0% - 
1-25% + 
26-50% ++ 
51-75% +++ 
76-100% ++++ 
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3.6. Klonierung und Isolierung eines GPI-verankerten CCL5-
Antagonisten 
 
Die folgenden Kapitel, Fusion von CCL5 mit einem GPI-Anker und Erzeugung der 
Mutationen (3.6.1., 3.6.2. und 3.6.3.), wurden von Herrn Jérôme Huppertz im 
Rahmen seiner Dissertation durchgeführt.  
 
3.6.1. Fusion des GPI-Ankers mit dem CCL5-Molekül 
Die GPI-Anker-Signalsequenz des Adhäsionsmolekül LFA-3 (Kirby et al., 1995) 
wurde mit Hilfe der Polymerase Ketten Reaktion (PCR) amplifiziert und in den pEF-
dhfr Vektor kloniert. Über den Vorwärtsprimer wurde eine XbaI-Schnittstelle und über 
den Rückwärtsprimer eine Sall-Schnittstelle eingebaut. 
Das für CCL5 kodierende DNA-Fragment ohne Stopkodon wurde mit Hilfe der PCR 
aus cDNA (Schall et al., 1988) amplifiziert. Sämtliche Primer-Sequenzen sind im 
Materialteil aufgeführt. Mit dem entsprechenden Vorwärtsprimer wurde das 
Startkodon für hCCL5 mit einer Modifikation um die EcoRI Restriktionsstelle und mit 
dem Anti-Vorwärtsprimer eine XbaI-Schnittstelle integriert.  
Die GPI-Anker-Sequenz steuert neun zusätzliche Aminosäuren zu dem Carboxyl-
Ende von CCL5 (SSRTTCIPS) bei. Die amplifizierte DNA wurde danach in den pEF-
dhfr Vektor subkloniert und mit Elektroporation stabil in CHO/dhfr- transfiziert. 
 
3.6.2. Erzeugung von Mutationen in CCL5 
Die Modifikationen der CCL5 Sequenz beinhalten die Einführung eines Methionins 
am N-Terminus zwischen der Signalsequenz des reifen Proteins, ein Austausch der 
Glutaminsäure bei Position 66 für ein Alanin (E66A), welches eine Dimerisierung 
verursacht bzw. ein Austausch der Glutaminsäure an Position 26 gegen ein Alanin 
(E26A), welche eine Tetramerisierung verursacht (Czaplewski et al., 1999).  
Die Mutationen wurden mit dem QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Stratagene, La Jolla, USA) nach dem Protokoll des Herstellers erstellt (Abbildung 9). 
Das Prinzip dieses Kits beruht auf der Verwendung von zwei Primern, welche bereits 
die gewünschte Mutation enthalten, für eine PCR von dem Vorlageplasmid. Das 
entstehende PCR-Produkt (mit der mutierten Sequenz) weist im Gegensatz zu dem 
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bakteriellen Vorlagevektor (mit der Ursprungssequenz) keine Methylierungen auf. 
Anschließend kann die Template-DNA durch das Restriktionsenzym Dpn I, welches 
spezifisch methylierte DNA schneidet, verdaut werden. Das nicht verdaute (weil nicht 
methylierte) PCR-Produkt, welches die Mutation enthält, wird anschließend durch 
Hitzeschock in Epicuran Coli XL1-Blue transfiziert und auf Ampicillin-Agar-Platten 
selektioniert.  
 
Abbildung 9: Überblick über den Mechanismus des verwendeten Mutagenese Kits.  
A) Gene auf dem Plasmid mit Zielregion für Mutation, B) Cycling bei 95°C, das Plasmid wird 
denaturiert. Die mutagenen Primer werden  der Zielregion angelagert. C) Mit der PfuTurbo DNA - 
Polymerase werden die mutagenen Primer erweitert und in unterbrochene (nicked strands) Stränge 
inkorporiert. D) Das methylierte, nicht mutierte Vorlageplasmid wird durch Dpn I verdaut. E) Die 
unterbrochenen Stränge werden in Epicuran coli XL1-Blue Superkompetente  Zellen transformiert. 
Nach der Transformation reparieren die Epicuran XL1-Blue Superkompetente Zellen die 
Strangbrüche. 
Entnommen aus der Anleitung des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, 
USA).  
 
 
Zur Planung geeigneter Mutationen wurden zunächst mit Hilfe des MatInspector 
Sequenzanalyse-Programms (Genomatix, Ann Arbor, USA) vermutliche 
Bindungsstellen identifiziert. Nach Entwerfen von möglichen Mutationen einzelner 
Basenpaare wurden diese standardmäßig mit dem MatInspector Programm 
überprüft. Nach Festlegen der zu mutierenden Basenpaare wurden Primer für die 
Mutagenese erstellt. Diese bestehen aus einer Sequenz von ungefähr 13 
Basenpaaren aus dem Template und enthalten etwa in der Mitte die bereits mutierten 
Basenpaare. Die Synthese der Oligonukleotide wurde von LifeTechnologies 
ausgeführt. Alle Mutationen wurden in kommerziell erhältlichen pUC18-Plasmiden 
durchgeführt.  
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Es wurden zunächst die Ausgangslösungen angesetzt (Tabelle 8). 
 
Probe 
5µl 10x Reaktionspuffer 
50ng dsDNA-Template 
1,25µl (125ng) Oligonukleotid Primer #1 
1,25µl (125ng) Oligonukleotid Primer #2 
1µl dNTP-Mischung 
  
mit H20 auf 50µl auffüllen 
Tabelle 8: Ausgangslösungen für die Mutation von CCL5 
 
Zur Probe wurde jeweils 1µl PfuTurbo DNA-Polymerase hinzugegeben. Da die PCR 
in einem Thermocycler mit beheiztem Deckel stattfand, konnte auf die 
Überschichtung der Reaktion mit Mineralöl verzichtet werden (Tabelle 9). 
 
Segment Zyklen Temperatur Zeit 
1 1 95°C 30 Sekunden 
2 18 95°C 30 Sekunden 
    55°C 1 Minute 
    68°C 1 Minute pro kB Plasmidlänge, 
      d.h. 2,5 Minuten 
Tabelle 9: PCR-Reaktion für die Mutation von CCL5 
 
Nun wurde das Template durch Zugabe von 1µl Dpn I eine Stunde bei 37°C verdaut. 
Da dieses Enzym spezifisch methylierte DNA schneidet, wird das PCR-Produkt, das 
nicht methyliert ist, nicht angegriffen. Die Template-DNA ist natürlicherweise 
methyliert und wird verdaut. Somit bleibt nur noch das spezifisch mutierte PCR-
Produkt übrig. 
1µl der Dpn I-behandelten DNA wurden durch einen 45sekündigen Hitzeschock mit 
42°C in 50µl Epicuran Coli XL-1 Blue Superkompetente Zellen (im Kit mitgeliefert) 
transfiziert. Durch Zugabe von 0.5ml NZY Medium wurden Startkulturen angelegt, 
welche eine Stunde bei 37°C auf dem Schüttler inkubiert wurden. Anschließend 
wurde das gesamte Volumen auf LB-Agar-Platten mit 100µg/ml Ampicillin 
ausplattiert. Nach Übernachtinkubation im Brutschrank waren etwa 100 Kolonien 
ausgewachsen, von denen 6 einzelne ausgewählt und jeweils in 6ml LB-Medium 
angezüchtet wurden. Mit dem WizardPrep Kit (Stratagene) wurde die Plasmid-DNA 
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nach Angaben des Herstellers aus diesen Kulturen unverdaut auf einem 0,6% 
Agarosegel analysiert. Drei besonders sauber aussehende Plasmidpräparationen 
wurden ausgewählt und durch die Firma Medigenomix sequenziert. Eine durch 
Sequenzierung als korrekt bestätigte Präparation wurde ausgewählt und in 
CHO/dhfr- transfiziert.  
 
3.6.3. Transfektion 
Das GPI-gekoppelte Chemokin-Analogon wurde mit der Elektroporationsmethode 
transfiziert. Am Vortag im Verhältnis 1:1,5 umgesetzte CHO-Zellen wurden von den 
Kulturflaschen abgelöst und in PBS aufgenommen. Es wurden ca. 5 x 106 Zellen 
verwendet. Das linearisierte Plasmid wurde in H2O gelöst und mit den CHO-Zellen 10 
Minuten auf Eis inkubiert. Die Elektroporation wurde in Küvetten mit ca. 4mm 
Elektrodenabstand in einem Gene Pulser bei Raumtemperatur, 960µF und 260V 
durchgeführt. Nach 10 Minuten Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit 2ml CHO-
Medium aus der Küvette gespült und danach in CHO-Medium mit HT-Supplement 
kultiviert. 
Da nur Zellen, die durch Transfektion mit dem pUF-Vektor Dihydrofolatreduktase 
erhalten haben ohne Dihydrofolat proliferieren können, wurden nichttransfizierte 
CHO/dhfr- Zellen nach 24 Stunden durch einen Mediumwechsel mit einem 
Selektionsmedium, welches kein Dihydrofolat enthielt, selektiert 
 
3.6.4. GPI-Anker Verdau mit Phospholipase-C 
Zum Nachweis der GPI-Verankerung von Met-RANTES(Dimer)-GPI wurden 
transfizierte CHO-Zellen, welche das Protein stabil auf der Oberfläche exprimierten, 
mit 120ng/ml der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PLC) (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) in serumfreiem Medium für 60 Minuten bei 37°C und 5% CO2 in 
24-well Platten inkubiert. Da die PLC die Proteindomäne vom GPI-Anker schneidet, 
ist nach PLC-Inkubation eine verringerte Oberflächenexpression von Met-
RANTES(Dimer)-GPI und somit gelöstes Protein im Überstand zu erwarten. Die 
Oberflächenexpression des Proteins vor und nach Inkubation mit PLC ist mit der 
Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 3.3.) analysiert worden.  
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3.7. Isolierung und Reinigung von Met-RANTES(Dimer)-GPI 
3.7.1. Allgemeines 
Die Säulenchromatographie ist eine etablierte Methode zur Reinigung von Proteinen. 
Die spezifische Struktur und Bindungseigenschaften von Proteinen werden 
ausgenutzt, um spezifische Proteine von anderen im Extrakt enthaltenen Proteinen 
zu trennen. Die Säulenchromatographie wurde mit einem Fast Protein Liquid 
Chromatography (FPLC) – System durchgeführt. Die FPLC ist mit einem Computer 
verbunden; mit Hilfe der Unicorn 4.0-Software wurden UV-Absorption, 
Salzkonzentration, Flussrate, Puffer etc. dargestellt und kontrolliert. Da Proteine UV-
Licht bei 280nm Wellenlänge absorbieren, konnte der Proteingehalt durch Messung 
der UV-Absorption bestimmt werden. Die jeweiligen Logbücher sind aus 
Platzgründen nicht aufgeführt. 
Um Kontamination durch Bakterien und Pilze zu vermeiden, wurden die Säulen in 
20% Ethanol gelagert und vor jedem Reinigungsschritt mit Wasser gespült. Die 
Heparin-Sepharosesäule und die Kationenaustauschsäule wurden direkt nach der 
Verwendung mit dem jeweiligen Puffer regeneriert. Alle Säulen wurden vor der 
Aufbewahrung mit Wasser gespült, bis keine UV-Absorption und nur noch eine 
geringe Salzkonzentration gemessen wurden. Das zu reinigende Proteinextrakt 
wurde über einen Schlauch, der vorher mit dem jeweiligen Äquilibrierpuffer gespült 
wurde, auf die Säulen übertragen. 
Um die endogene Aktivität von Proteasen zu minimieren, wurde die gesamte 
Reinigung von Met-RANTES (Dimer)-GPI bei einer konstanten Temperatur von 4°C 
durchgeführt.  
 
3.7.2. Proteinisolierung 
Da die dimerisierende Variante am einfachsten zu isolieren erschien, wurde mit der 
Met-RANTES(Dimer)-GPI-Variante weitergearbeitet. Für die Proteinisolierung 
wurden jeweils 36 X 106 transfizierte CHO-Zellen verwendet. Nach Ablösung mit 
EDTA (siehe 3.2.2) wurden die Zellen eine Stunde in einem hypertonen Lysepuffer 
rotiert. Die Zellmembranen wurden durch einstündige Rotation mit einem 
Extraktionspuffer extrahiert. Das im Extraktionspuffer enthaltene Detergenz Triton X-
100-H beeinflusst die UV-Absorptionsmessung des Chromatographen nicht. Danach 
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wurden die Zellreste für 20 Minuten bei 2750g abzentrifugiert. Zur weiteren 
Verwendung wurde der Überstand in eine Spritze aufgenommen, durch einen Filter 
mit Porengröße 0,22µm Zellreste abgetrennt und bis zur Chromatographie auf Eis 
gelagert. Es konnten ca. 10mg Ausgangsprotein aus 36 x 106 Zellen isoliert werden. 
Die Proteinmenge wurde mit der Nachweismethode nach Bradford bestimmt (siehe 
3.8.1.). 
3.7.3. Heparinaffinitäts-Chromatographie 
Da CCL5 von allen Chemokinen die höchste, über die GAG-Bindungsstellen 
vermittelte, Heparin-Affinität besitzt, wurde eine Heparinaffinitäts-Chromatographie 
als initialer Reinigungsschritt gewählt. Hierfür wurde eine 50ml Heparin-Sepharose 
Fast Flow Säule (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) verwendet, die mit 
100mM NaCl-haltigen Puffer äquilibriert wurde.  
Die verwendete Säulenfüllung Sepharose ist ein Agarose-Derivat in Form kleiner 
Kügelchen mit definierter Porengröße. Dieses Material eignet sich sehr gut für viele 
Chromatographiemethoden, da es nur sehr geringe unspezifische Interaktionen mit 
Proteinen eingeht. Sepharose besitzt ebenfalls eine hohe chemische Stabilität und 
kann sehr hohe oder sehr niedrige pH-Werte tolerieren sowie den Zusatz von 
Detergenzien oder Protein-denaturierenden Chemikalien wie Guanidinsalzsäure oder 
Harnstoff.  
Die Heparinsäule wurde mit dem zehnfachen Säulenvolumen äquilibriert. Nach 
einem ersten Waschschritt (200mM NaCl) zur Entfernung ungebundener Proteine, 
wurde ein Elutionspuffer mit erheblich höherer Osmolarität (1200mN NaCl) 
aufgetragen. Durch die hohe Salzkonzentration kommt es zu einer Lösung der 
Affinitätsbindungen zwischen der Matrix und den gebundenen Molekülen. 
Die einzelnen Fraktionen wurden mit einem CCL5-spezifischen Western Blot und mit 
Silberfärbung (siehe 3.8.3. und 3.8.4.) untersucht, die CCL-5 positiv getesteten 
Fraktionen daraufhin zusammengeführt.  
 
3.7.4. Kationenaustausch-Chromatographie 
Da CCL5 ein stark positiv geladenes Protein ist, wurde als zweiter Reinigungssschritt 
eine Kationaustausch-Chromatographie durchgeführt. Eine Ionen-Austauschsäule 
enthält eine nicht lösliche Matrix, an der geladene Gruppen kovalent gebunden 
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werden. Diese geladenen Gruppen sind mit mobilen Gegen-Ionen assoziiert, die 
reversibel mit anderen Ionen derselben Ionen ausgetauscht werden, ohne dass die 
Matrix verändert wird. Die Ladung der Gegen-Ionen definiert den Namen der Säule. 
Es wurde eine SP Sepharose HP Säule (Amersham Biosciences) verwendet, die mit 
demselben Puffer wie die Heparinsäule äquilibriert wurde. 
Da der Heparin-Elutionspuffer hyperosmolar war, wurde dieser vor der 
Kationenaustausch-Chromatographie mit zwei 5ml Umsalzungssäulen gegen 
Äquilibrierpuffer ausgetauscht. Die zuvor mit dem zweifachen Säulenvolumen 
äquilibrierten Umsalzungssäulen sind mit Sephadex gefüllt, einem auf dem 
Polysaccharid Dextran basierenden synthetischen Material in Kugelform. Die 
verzweigten organischen Ketten bilden ein dreidimensionales Netzwerk mit 
funktionalen Gruppen und eignen sich vor allem zur Reduktion der Salzkonzentration 
oder zum Austausch von Puffern. 
Nach dem Auftragen des Proteins wurde die Salzkonzentration des Elutionspuffers, 
welcher die Bindung der Proteine an den Ionenaustauscher abschwächt, linear von 
900mM  auf 1200mM erhöht. Die einzelnen Fraktionen wurden ebenfalls mit Western 
Blot und Silberfärbung untersucht. Die Met-RANTES(Dimer)-GPI-Protein 
enthaltenden Fraktionen wurden ebenfalls zusammengeführt und aufgrund des 
großen Volumens 20fach mit einem Konzentrator (Millipore, Eschborn) mit einer 
Porengröße von 10.000 MWCO (molecular weight cut-off) 20 Minuten lang bei 9g 
ankonzentriert.  
 
3.7.5. Gelfiltrationschromatographie 
Mittels der Gelfiltrationschromatographie können Moleküle der Größe nach 
aufgetrennt werden. Hierbei dient eine Matrix aus porösen Kügelchen mit einer 
vorbestimmten Porengröße als stationäre Phase der Säule. Proteine die klein genug 
sind, um in die Poren der Kugeln einzudringen, verlassen langsamer die Säule, 
während große Moleküle, die nicht in die Poren passen, in der mobilen Phase 
bleiben und die Säule schneller passieren.  
Da Proteine bei 280nm UV-Licht absorbieren, kann mittels Messung der UV-
Absorption festgestellt werden, wieviel Protein sich in den Sammelröhrchen des 
Fraktionssammlers befindet. Das ankonzentrierte Protein der 
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Kationenaustauschsäule wurde mit einem Ladepuffer auf eine Gelfiltrationssäule mit 
auf Siliziumdioxid basierendem TSK-SW-Gel als stationäre Phase aufgetragen. Ein 
deutlicher Peak wurde bei einem Molekulargewicht von 22kDa identifiziert. Die 
entsprechenden Fraktionen wurden mit Western Blot und Silberfärbung untersucht, 
um zu bestimmen, ob und in welcher Reinheit CCL5-Derivate vorliegen.  
Um die Konzentration des Detergenz Triton X-100 H zu vermindern, wurde der Puffer 
des Proteinextrakts in einer Umsalzungssäure gegen 1x PBS ausgetauscht. 
Material und Methoden 
Seite 68 
3.8. Methoden zum Nachweis von Proteinen 
3.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Mit der Bradford-Analyse wird der Proteingehalt einer Lösung ermittelt. Hierfür wird 
eine Standardkurve mit verschiedenen Verdünnungen von BSA und verschiedenen 
Verdünnungsstufen der Met-RANTES-Lösung erstellt. Nach Zugabe von 50µl Bio-
Rad-Reagenz zu je 200µl Proteinverdünnung wurde die Absorption bei 620nm in 
einem ELISA-Gerät photometrisch bestimmt. Durch den Vergleich der Absorption mit 
der Standardkurve von BSA wurde die Proteinkonzentration von Met-RANTES 
(Dimer)-GPI errechnet. 
3.8.2. Auftrennung des Proteingemischs mit SDS-Page 
Die Met-RANTES(Dimer)-GPI-Protein enthaltenen Fraktionen sind nach den 
einzelnen Chromatographieschritten mit Silberfärbung und Western Blot untersucht 
worden. Die Grundlage beider Methode ist die Auftrennung des Proteingemischs 
nach der Molekülgröße in Gelen mit der SDS-Page (Sodium Dodecylsulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis).  
Jeweils 20µl der gesammelten Fraktionen wurden mit 2µl Antiproteasegemisch und 
20µl Ladepuffer gemischt und 15 Minuten lang bei 50°C schonend denaturiert. Es 
wurden jeweils 15µl Probe und 2 µl Größenstandard auf ein Gel aufgetragen. Die 
Proteine wurden mit einem Gradienten von 4-20% elektrophoretisch aufgetrennt. Die 
Elektrophorese wurde 60 Minuten lang bei einer Spannung von 120V durchgeführt. 
Danach wurden die Gele aus den Kassetten entnommen und entweder eine 
Silberfärbung oder ein Western Blot durchgeführt. 
 
3.8.3. Silberfärbung 
Mit der Silberfärbung ist es möglich, Proteine ab einer Konzentration von 0,2-0,6 ng 
auf einem Polyacrylamidgel mit Hilfe von Silberionen permanent anzufärben. Zu 
diesem Zweck ist das SDS-Gel nach der Elektrophorese nach einem 
Standardprotokoll angefärbt worden.  
Das Gel wurde für 30 Minuten in der Fixierlösung geschüttelt und danach über Nacht 
in der Inkubationslösung belassen. Das Gel wurde am nächsten Morgen dreimal 30 
Minuten mit deionisiertem Wasser gewaschen und für 30 Minuten in der Silberlösung 
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inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit Wasser wurde das Gel in der 
Entwicklerlösung inkubiert, bis Banden deutlich sichtbar wurden. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von EDTA-Stopp-Lösung gestoppt.  
3.8.4. Western Blot 
Mit dem Western Blot können mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine mit 
spezifischen Antikörpern gefärbt werden. Das Protein wurde nach der SDS-PAGE 
auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Zu diesem Zweck wurden SDS-Gel, 
Nitrozellulosemembran und in Transferpuffer getauchte Schwämmchen nach dem 
Protokoll von Burnette (Burnette, 1981) in einer Kassette zusammengelegt. Die 
Proteine wurden bei einer Spannung von 20V in einer Stunde auf die Membran 
übertragen (Blotting).  
Nach dem Blotting wurden die Nitrozellulosemembran mit dem Anti Mouse 
WesternBreeze™ Chemiluminescent Detection Kit –Anti-Mouse (Invitrogen) gefärbt. 
Die Membran wurde zunächst 30 Minuten mit einer Blockierlösung inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit Wasser wurde die Membran eine Stunde mit dem 
gelösten Primärantikörper inkubiert. Als erster Antikörper wurde der CCL5-
spezifische VL3-Antikörper verwendet (von Luettichau et al., 1996). Nach 
viermaligem Waschen mit der Antibody Wash-Lösung wurde die Membran 30 
Minuten mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde 
die Membran auf eine transparente Folie gelegt und 2,5ml Chemilumineszenz-
Substrat-Lösung auf die Membran aufgetragen. Die Membran wurde mit einer 
zweiten transparenten Folie bedeckt und im abgedunkelten Entwicklerraum 
zusammen mit unbelichteten Filmen in eine Entwicklerkassette gelegt. Die 
Entwicklungszeit wurde jeweils zwischen einer und zehn Minuten variiert und das 
beste Ergebnis verwendet.  
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3.9. Reinkorporationsversuche 
3.9.1. Reinkorporation von Met-RANTES(Dimer)-GPI  
Um die Reinkorporation des GPI-verankerten Proteins in humanen Endothelzellen 
nachzuweisen, wurden HuMVECs  mit 150, 300, 450 und 700 ng/ml Met-
RANTES(Dimer)-GPI in 96-Well-Mikrotiter-Platten bei 37°C und 5% CO2 für 30 
Minuten inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit der 
Durchflusszytometrie (siehe 3.3.) mit dem CCL5-spezifischen Antikörper VL3 auf 
Oberflächenexpression von CCL5 untersucht. 
 
3.9.2. ELISA zur Feststellung der Reinkorporationseffektivität 
Der CCL5-spezifische ELISA ist nach dem Protokoll des Herstellers RnD-Systems 
(Minneapolis, MN, USA) durchgeführt worden. In jedes Well der Mikrotiterplatte 
wurden je 100µl des Assay Diluents und 100µl der Probe hinzugegeben und für zwei 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde jedes Well 
dreimal mit jeweils 300µl Waschpuffer gewaschen. Nach Zugabe von jeweils 200µl 
RANTES-Konjugat wurde die Platte abgedeckt und für eine Stunde bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 50µl Stopp-Lösung 
beendet. Die Absorption wurde bei 540nm gemessen und die Konzentration des 
Proteins anhand einer Eichkurve, die mit dem mitgelieferten Referenzprotein erstellt 
wurde, berechnet.  
Die Effizienz der Reinkorporation von Met-RANTES(Dimer)-GPI wurde durch zwei 
verschiedene Ansätze bestimmt. Endothelzellen wurden mit 700ng/ml Met-
RANTES(Dimer)-GPI für 30 Minuten in 96-Well-Mikrotiter-Platten inkubiert und 
danach mit PBS gewaschen. Die Proteinmenge in diesem Überstand wurde mittels 
ELISA bestimmt. Als Alternativmethode wurden die Endothelzellen 30 Minuten lang 
mit PLC inkubiert. Die Proteinmenge in dem PLC-haltigen Überstand ist mit dem 
RANTES-spezifischen ELISA bestimmt worden.  
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3.10. Migrationsversuch  
Für die Quantifizierung der Migration entlang eines Chemokingradienten wurde der 
Migrationsversuch in einem modifizierten 96-Well-Boyden-Kammer-System mit 
lichtundurchlässiger Membran und einer Porengröße von 8-µm durchgeführt 
(Abbildung 10). 180µl Medium mit RPMI 1640, 0,1% BSA und 10mM HEPES und 
zunehmende Chemokinkonzentrationen wurden in Tripletts in die unteren Wells 
gegeben. Die Versuchszellen wurden zuvor in den Kulturflaschen 10 Minuten mit 5ml 
Kalzein (10µg/ml) markiert, mit EDTA abgelöst, einmal bei 220g 3 Minuten 
abzentrifugiert, mit PBS gewaschen, erneut bei 220g 3 Minuten abzentrifugiert und in 
Versuchsmedium in einer Konzentration von 1 x 106 Zellen/ml aufgenommen. 50µl 
der Zellsuspension wurden in die oberen Kammern des Transwells gegeben. Als 
Nullkontrolle wurden Ansätze ohne Chemokine durchgeführt. 
 
 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung des Migrationsversuchs 
Der Boden der Fluoroblok™- Einsätze besteht aus einer lichtundurchlässigen Membran. Durchlässige 
Poren erlauben die Transmigration der Versuchszellen, die kurz zuvor mit fluoreszierendem Kalzein  
markiert wurden. Die Fluoreszenz im unteren Kompartment ist proportional zur Anzahl der 
transmigrierten Zellen.  
 
Die transendotheliale Migration zum Nachweis des inhibitorischen Effekts von Met-
RANTES(Dimer)-GPI wurde ebenfalls in einem modifizierten Boyden-Kammer-
System mit lichtundurchlässiger Membran mit einer Porengröße von 3µm 
durchgeführt. Humane endotheliale Zellen (HuMVECs) wurden in den Transwell-
Einsätzen bis zur Konfluenz kultiviert. Die Hälfte der Einsätze wurde vor dem 
Versuch mit Met-RANTES(Dimer)-GPI in einer Konzentration von 100ng/ml 30 
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Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und danach zweimal mit 
Versuchsmedium gewaschen. Eine Kulturflasche mit monozytären THP-1 Zellen 
wurde 10 Minuten lang mit 5ml 10µg/ml Kalzein inkubiert und danach in einer 
Konzentration von 2 x 106 Zellen/ml in Versuchsmedium (RPMI 1640, 0,1% BSA und 
10mM HEPES Puffer) resuspendiert. 100µl der Zellsuspension sind in die 
Transwelleinsätze pipettiert worden. In die untere Kammer der Boyden-Kammer 
wurden jeweils als Triplett 600µl des Chemokins CCL5  0, 50 und 100ng/ml gefüllt. 
Die Platten wurden 3h lang bei 37°C inkubiert und die Zunahme der Fluoreszenz in 
der unteren Kammer bei einer Emission von 535nm und Exzitation von 485nm in 
einem ELISA-Gerät gemessen. Der Migrationsindex wurde aus dem Verhältnis der 
gemessenen Fluoreszenz mit und ohne Chemokin berechnet.   
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4. Ergebnisse  
4.2. Chemokinrezeptorexpression kutaner T-Zell Lymphome 
 
Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden zu einem Teil von Notohamiprodjo et al. 
(Notohamiprodjo et al., 2005) im International Journal of Cancer veröffentlicht. 
4.2.1. HUT-78 exprimiert CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 
Der Nachweis der potentiell exprimierten Chemokinrezeptoren CCR7, CCR10, 
CXCR3 und CXCR5 der Sezary Syndrom Zelllinie HUT-78 wurde auf mRNA-Ebene 
mit der real time RT-PCR durchgeführt. Die Rezeptoren CXCR3 und CCR7 werden 
auf mRNA-Ebene am stärksten exprimiert (Abbildung 11). 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 werden 
auf mRNA-Ebene exprimiert 
Die Expression der Chemokinrezeptoren CCR7, CCR10, 
CXCR3 und CXCR5 konnte auf mRNA Ebene nachgewiesen 
werden. Jeder Balken repräsentiert die durchschnittliche mRNA 
Expression des jeweiligen Rezeptors normalisiert gegen rRNA 
(Notohamiprodjo et al., 2005). 
 
Die Oberflächenexpression der Rezeptoren CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 
konnte durch die Durchflusszytometrie bestätigt werden (Abbildung 12).  
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Abbildung 12: CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 werden auf der Oberfläche von HUT-78 
exprimiert 
Die Chemokinrezeptoren CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 konnten in der Durchflusszytometrie 
erfolgreich auf HUT-78 nachgewiesen werden. Schwarzes Histogramm: Isotyp; graues Histogramm: 
spezifischer Antikörper; x-Achse: gemessene Fluoreszenz; y-Achse: gezählte Zellen (Notohamiprodjo 
et al., 2005) 
 
Weiterhin konnte die Expression der Oberflächenmoleküle LFA-1 und L-Selektin, 
welche zusammen mit dem Chemokinrezeptor CCR7 die Migration von Lymphozyten 
in lymphatisches Gewebe regulieren (Ohl et al., 2003), nachgewiesen werden 
(Abbildung 13). 
 
Abbildung 13: Die Adhäsionsmoleküle L-Selektin und LFA-1 sind auf HUT-78 exprimiert 
Die Oberflächenmoleküle L-Selektin und LFA-1 vermitteln zusammen mit dem Chemokinrezeptor 
CCR7 den Eintritt von Lymphozyten in lymphatisches Gewebe und wurden auf der Oberfläche von 
HUT-78 mit der Durchflusszytometrie nachgewiesen. 
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Um nachzuweisen, dass CCR10 ein exklusives Merkmal kutaner T-Zellen ist, wurde 
die CCR10-Expression von HUT-78 in der Durchflusszytometrie mit den peripheren 
T-Zell-Leukämie-Zelllinien (Jurkat, MOLT4 und SUP-T1) verglichen. Auf diesen T-
Zelllinien wurde im Gegensatz zu HUT-78 keine CCR10-Oberflächenexpression 
nachgewiesen (Abbildung 14). 
 
Abbildung 14: CCR10 ist ein exklusiv auf kutanen T-Zell-Lymphom-Zellen exprimierter 
Rezeptor 
Im Gegensatz zu der CTCL-Zelllinie HUT-78 exprimieren die peripheren Lymphom-Zelllinien Jurkat, 
MOLT4 und SUP-T1 kein CCR10 auf der Zelloberfläche (Notohamiprodjo et al., 2005). 
 
4.2.2. CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 induzieren Chemotaxis  
Mit dem Migrationsversuch misst man die Fähigkeit von Zellen, selektiv in Richtung 
definierter Stimuli, z.B. Chemokine zu wandern.  Die Liganden der zuvor 
nachgewiesenen Chemokinrezeptoren CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 - CCL21, 
CCL27, CXCL10 und CXCL13 induzierten eine dosisabhängige Chemotaxis mit einer 
für Chemokine typische Abnahme der Migration bei höheren Dosen (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 werden auf HUT-78 funktionell exprimiert 
Die Funktionalität der Rezeptoren CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 auf der CTCL-Zelllinie HUT-78 
wurde mit Migrationsversuchen mit dem jeweiligen Liganden (CCL21, CCL27, CXCL10 und CXCL13) 
nachgewiesen (Notohamiprodjo et al., 2005). x-Achse: Konzentration Chemokin in ng/ml; y-Achse: 
Migrationsindex  
  
4.2.3. Immunhistochemischer Nachweis von Chemokinrezeptoren 
Zum immunhistologischen Nachweis der in vitro nachgewiesenen 
Chemokinrezeptoren in klinisch diagnostizierten CTCL wurden archivierte, seriell 
geschnittene paraffinfixierte Hautbiopsien von fünf Patienten Sezary Syndrom, 
sieben mit Mycosis fungoides und vier mit nicht näher definierten CTCL-Fällen 
untersucht. Außerdem wurden sechs Lymphknotenbiopsien untersucht. 
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Abbildung 16: Isotypen und Kontrollfärbungen der verwendeten Antikörper 
Immunhistochemie von CCR10 (a), CCR5 (c), CXCR3 (e), CXCR5 (g) und der korrespondierenden 
Isotypen Maus IgG2a (b), Maus IgG2a (d), Maus IgG1 (f) und Ratte IgG 2b (h) auf paraffinfixerten 
Schnitten einer menschlichen Tonsille. In den Kontrollen ist keine positive schwarze Färbung 
nachzuweisen (Notohamiprodjo et al., 2005). 
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Die Expression der Chemokinrezeptoren CCR4, CCR7, CCR10, CXCR3 und CXCR5 
wurde analysiert (Abbildung 16 und Tabelle 10). Die Schnitte wurden zur 
Identifizierung von Tumorzellen zusätzlich mit CD3, CD68, Giemsa und HE gefärbt 
(Abbildung 17). In den Mycosis fungoides-Schnitten zeigte sich eine  dermale und 
epidermale Infiltration durch zahlreiche CD3+-Zellen, die den Tumorzellen 
entsprachen. In den Sezary Syndrom-Schnitten war eine dermale und epidermale 
Invasion durch typische Tumorzellen, mit lappigen zerebriformen Zellkernen und 
durch zahlreiche kleinere CD3+ Zellen nachzuweisen. 
 
Abbildung 17: HE und CD3-Färbung von Sezary Syndrom- bzw. Mycosis fungoides-Schnitten 
Sowohl im Sezary Syndrom- (A, B) als auch im Mycosis fungoides-Schnitt (C, D) wurde eine diffuse 
dermale und epidermale Infiltration durch CD3+ Zellen nachgewiesen. Vergrößerungsfaktor: 100x, 
modifiziert nach Notohamiprodjo et al., 2005 
 
Der Chemokinrezeptor CCR10 war in allen Sezary Syndrom Fällen exprimiert und 
wurde auf 50-100% der infiltrierenden Zellen nachgewiesen (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: CCR10 wird in Sezary Syndrom und Mycosis fungoides exprimiert 
Im Sezary Syndrom (A, B) wurden zum einen typische Sezary-Zellen, große Zellen mit 
unregelmäßigen Kernen, zum anderen zahlreiche kleinere Lymphozyten nachgewiesen. Beide 
Zelltypen sind je nach Präparat bis zu 75% CCR10-positiv. Auf Biopsien von Mycosis fungoides-
Patienten (C, D) wurde vor allem eine Infiltration durch kleinere Lymphozyten nachgewiesen, maximal 
50% der Zellen waren CCR10-positiv. Modifiziert nach Notohamiprodjo et al. 2005. 
 
Auf Mycosis fungoides Schnitten wurde eine umschriebenere Invasion von 
Lymphozyten mit kleineren und weniger gefalteten Nuklei im Vergleich zu Sezary 
Syndrom Schnitten nachgewiesen. Die CCR10-Expression in Mycosis fungoides und 
den unspezifizierten CTCL war z.T. geringer als im Sezary Syndrom. Die Anzahl der 
CCR10 exprimierenden Zellen variierte zwischen 1-75% in MF und 15-75% in den 
unspezifizierten CTCL Schnitten. Entsprechend früheren Studien (Lu et al., 2001) 
konnte in allen Mycosis fungoides-Fällen eine starke CXCR3-Expression gefunden 
werden, auch in unspezifizierten CTCL-Fällen zeigten sich 1-50% positive Zellen. Im 
Sezary Syndrom konnte in allen Fällen CXCR3 auf 25-75% der infiltrierenden Zellen 
nachgewiesen werden (Abbildung 19). CXCR5 konnte in der Haut nicht 
nachgewiesen werden. 
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Tabelle 10: Immunhistochemischer Nachweis von Chemokinrezeptoren in Hautbiopsien von 
CTCL-Patienten 
CCR10 konnte auf allen untersuchten Biopsien nachgewiesen werden, wobei die stärkste Expression 
beim SS vorlag. CCR4 konnte auf allen untersuchten Hautschnitten nachgewiesen werden. 
CXCR3 konnte auf allen untersuchten Biopsien nachgewiesen werden, eine Expression im SS wurde 
zuvor noch nicht beschrieben. CCR7 wurde in einer kleineren Kohorte untersucht und ist 
unterschiedlich ausgeprägt. MF = Mycosis fungoides; CTCL = unspezifiziertes CTCL; SS = Sezary 
Syndrom; x = nicht untersucht; - = kein Nachweis; + = 1-25% der mononukleären Zellen in einem 
Gesichtsfeld (400x) positiv; ++ = 26-50% positiv; +++ = 50 – 75% positiv, ++++ = 75-100% positiv. 
Modifiziert nach Notohamiprodjo et al. 2005. 
 
 
Diagnose Stadium CCR10 CXCR3 CCR4 CCR7 
MF I +++ ++ X X 
MF I ++ +++ X X 
MF I + X ++++ - 
MF I + X ++++ - 
MF I + X + + 
MF II +++ +++ X X 
MF II +++ X ++++ + 
CTCL I +++ ++ X X 
CTCL I ++ ++ X X 
CTCL II + + X X 
CTCL III + + X X 
SS IVa ++++ +++ X X 
SS IVa ++++ +++ X X 
SS IVa +++ X ++++ ++ 
SS IVa ++++ X ++++ + 
SS IVb ++++ +++ x X 
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Abbildung 19: CXCR3 wird in Sezary Syndrom und Mycosis fungoides exprimiert 
Die Expression von CXCR3 konnte in allen SS-Fällen auf bis zu 75% der Zellen nachgewiesen 
werden (A, B). Die Expression von CXCR3 war bisher nur im Rahmen der Mycosis fungoides bekannt 
(C, D) (Notohamiprodjo et al., 2005).  
 
Eine CCR4-Expression konnte auf allen untersuchten (6/16) Schnitten ebenfalls 
demonstriert werden. 75% der infiltrierenden Zellen waren CCR4-positiv (Abbildung 
20).  
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Abbildung 20: CCR4 wird in Sezary Syndrom und Mycosis fungoides exprimiert 
CCR4 wurde auf allen untersuchten Sezary Syndrom- (A, B) und Mycosis fungoides- (C, D) Schnitten 
nachgewiesen. 
 
CCR7 konnte auf allen untersuchten Hautschnitten (6/16) von Sezary Syndrom-
Patienten in geringem Ausmaß auf subkutanen Sezary-Zellen nachgewiesen werden, 
während sich bei Mycosis fungoides-Schnitten keine CCR7-Expression zeigte 
(Abbildung 21). 
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Abbildung 21: CCR7 wird in Sezary Syndrom und Mycosis fungoides in der Haut nur gering 
exprimiert 
CCR7 konnte nur vereinzelt und nur in der Dermis nahe der Basalmembran in Sezary Syndrom- (A, B) 
und Mycosis fungoides- Schnitten (C, D) nachgewiesen werden. 
 
Weiterhin wurden sechs Lymphknotenbiopsien von Sezary Syndrom-Patienten 
untersucht (Abbildung 22 und Tabelle 11). Histologisch setzen sich Lymphknoten aus 
einer Kapsel, dem subkapsulären Sinus, dem Cortex, in dem sich die Lymphfollikel 
und vor allem B-Lymphozyten befinden, dem von T-Lymphozyten dominierten 
Paracortex und der Medulla zusammen. Die Primärlymphe tritt über die Vasa 
lymphatici afferentes in die Lymphknoten ein und verlässt als Sekundärlymphe den 
Lymphknoten durch die Vasa lymphatici efferentia, welche dem Hilus entspringen. Es 
zeigt sich eine diffuse, sowohl intrasinusoidale und intrafollikuläre Infiltration des 
gesamten Lymphknotens. CCR10 wurde allerdings nur von Zellen im subkapsulären 
Lymphknotensinus exprimiert. Die intrafollikulären Zellen exprimierten kein CCR10, 
im Paracortex der Lymphknoten fanden sich nur sporadisch CCR10-positive Zellen. 
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Diagnose CCR10 CCR4 CCR7 CXCR5 
SS +++* ++++ ++ - 
SS ++* ++++ + - 
SS ++* ++++ ++ - 
SS +++* ++++ + - 
SS +++* ++++ ++ - 
SS ++* x x - 
 
Tabelle 11: Immunhistochemischer Chemokinrezeptornachweis in Lymphknoten 
CCR10 konnte in allen Lymphknotenbiopsien nachgewiesen werden, allerdings nur in den 
Lymphsinus und nur  vereinzelt im Lymphknotenparenchym selbst. CCR4 und CCR7 wurde diffus im 
gesamten Lymphknoten exprimiert. CXCR5 wurde, der physiologischen Expression entsprechend, nur 
in Lymphfollikeln nachgewiesen.   
* = Expression nur im Sinus; SS = Sezary Syndrom; x = nicht untersucht; - = kein Nachweis; + = 1-
33% der mononukleären Zellen in einem Gesichtsfeld (400x) positiv; ++ = 34-66% positiv; +++ = 67 – 
100% positiv 
 
CCR4 und CCR7 wurde von den Tumorzellen in allen Lymphknotenkompartimenten, 
also in den Sinus, dem Cortex und dem Paracortex, exprimiert.  Wie zu erwarten war  
in allen Lymphfollikeln eine physiologische CXCR5-Expression durch die 
Lymphozyten (Legler et al., 1998) nachzuweisen, die Tumorzellen waren zum 
größten Teil CXCR5 negativ, eine CXCR5 Expression einzelner Tumorzellen kann 
jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden. Außerhalb der Follikel konnte kein 
CXCR5 nachgewiesen werden, auch nicht in den Paracortices oder in den 
Lymphsinus. 
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Abbildung 22: CCR10, CCR4 und CCR7 weisen im Sezary Syndrom unterschiedliche nodale 
Expressionmuster auf 
Während CCR10 (A, B) nahezu exklusiv im Lymphknotensinus exprimiert wurde, sind im 
Lymphknoten nur vereinzelte CCR10 positive Zellen nachzuweisen. CCR4 (C) und CCR7 (D) wurden 
diffus im gesamten Lymphknoten exprimiert. Schnitte A, C und D stammen von einem Patienten. A 
und B aus Notohamiprodjo et al. 2005. 
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4.1. Gezielte Beeinflussung der chemokinvermittelten 
Zellrekrutierung  
Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in der Fachzeitschrift Protein Engineering 
Development and Selection (Notohamiprodjo et al., 2006) veröffentlicht. 
4.1.1. Konstruktion von Met-RANTES(Dimer)-GPI  
Der CCL5-Inhibitor Met-RANTES reduziert in zahlreichen Studien die bei der 
Transplantabstoßung auftretende Entzündungsreaktion erheblich (Grone et al., 1999; 
Bedke et al., 2002; Song et al., 2002), muss allerdings aufgrund der geringen 
Membranbindung systemisch appliziert werden. Auch für andere Anwendungen, z.B. 
bei der Verwendung in Tumormodellen, ist es wünschenswert, die lokale 
Konzentration zu erhöhen, die Wirkung zu fokussieren und etwaige systemische 
Nebenwirkungen zu vermindern. Daher war es Ziel der Arbeit, einen 
membrangebundenen Inhibitor zu entwickeln (Abbildung 23). Zu diesem Zweck 
wurde das Met-RANTES-Protein mit einem GPI-Anker fusioniert. 
Die Vorarbeiten wurden im Rahmen einer anderen Dissertation begonnen und 
werden hier nochmal zusammenfassend dargestellt. 
Humanes CCL5 wurde aus hCCL5-cDNA (Schall et al., 1988) mit Hilfe von hCCL5 
spezifischen Primern und PCR geklont. Die CCL5 cDNA-Sequenz (ohne 
Translations-Stop-Kodon) wurde mit der cDNA der GPI-Signalsequenz des 
Adhäsionsmoleküls LFA-3 am C-Terminus fusioniert. Diese Modifikationen wurden 
dann in das CCL5-GPI-Konstrukt eingeführt. Ein Methioninrest wurde am N-
terminalen Ende nach der Signalsequenz des reifen Proteins eingefügt, um einen 
funktionellen Antagonisten zu erhalten. 
Natives CCL5 neigt dazu, große Polymere zu bilden, welche schwer in der 
Handhabung und klinischen Anwendung sind. Daher wurde das Met-RANTES-GPI-
Protein mutiert. Ein Austausch eines Glutamins durch ein Alanin an Position 26 
(E26A) mutiertes Protein bildet Tetramere, während eine Mutation an Position 66 
(E66A) die Bildung von Dimeren verursacht. Vor allem mit letzteren sollte eine 
effektive Isolierung und Handhabung erreicht werden.  
Die entstandenen Konstrukte wurden im pEF-dhfr Vektor subkloniert und stabil in 
CHO/DHFR- -Zellen transfiziert. 
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EcoRI              
|                  
CGGCGGAATTCATGAAGGTCTCCGCGGCAGCCCTCGCTGTCATCCTCATTGCTACTGCCC
1 
AGACGCGAGGACGTAGACGG
L  C  A  P  A  S  A  
124 TGTAACGGGCGGGTGACGGGGCACGGGTGTAGTTCC
Y  I  A  R  P L  P  R  A  H  I  K  
GCTCCAACCCAGCAGTCGT
184 
CGAGGTTGGGTCGTCAGCAGAAACAGTGGGCTTTCTTGGCGGTTCACACACGGTTGGGTC
C S  N  P  A  V  V  F  V  T  R  K  N  R  Q  V  C  A  N P 
|
AGAAGAAATGGGTTCGGGAGTACATCAACTCTTTGG
244 
TCTTCTTTACCCAAGCCCTCATGTAGTTGAGAAACC
304 
|                
364 
---------+---------+--------
-
+---------+---------+---------+ 60
GCCGCCTTAAGTACTTCCAGAGGCGCCGTCGGGAGCGACAGTAGGAGTAACGATGACGGG
M  K  V  S  A  A  R  L  A  V  I  L  I  A  T  A  
TCTGCGCTCCTGCATCTGCCATGTCCCCATATTCCTCGGACACCACACCCTGCTGCTTTGCCT
61 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+--- 123 MetTACAGGGGTATAAGGAGCCTGTGGTGTGGGACGACGAAACGGA
M S  P  Y  S  S  D  T  T  P  C  C  F  A  
ACATTGCCCGCCCACTGCCCCGTGCCCACATCAAGGCGTATTTCTACACCAGTGGCAAGT
---------+---------+---------+---------+---------+---------+    183 Mut1GCATAAAGATGTGGTCACCGTTCA
A Y  F  Y  T  S  G  K  
CTTTGTCACCCGAAAGAACCGCCAAGTGTGTGCCAACCCAG
---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 243 
XbaI
CGATGAGCTCTAGAACAACCTGTA
---------+---------+---------+---------+---------+---------+     303 Mut2GCTACTCGAGATCTTGTTGGACAT
E  K  K  W  V  R  E  Y  I  N  S  L  A M  S  S  R T  T  C
TCCCAAGCAGCGGTCATTCAAGACACAGATATGCACTTATACCCATACCATTAGCAGTAA
---------+---------+---------+---------+---------+---------+     363
AGGGTTCGTCGCCAGTAAGTTCTGTGTCTATACGTGAATATGGGTATGGTAATCGTCATT
I  P  S  S  G  H  S  R  H  R  Y  A  L  I  P  I  P  L  A  V  
SalI              
TTACAACATGTATTGTGCTGTATATGAATGTATTATGAGTCGACGTC
---------+---------+---------+---------+------- 407 GPI
AATGTTGTACATAACACGACATATACTTACATAATACTCAGCTGCAG
I  T  T  C  I  V  L  Y  M  N  V  L  *  
Signal-
sequenz
 
Abbildung 23: Schema des generierten CCL5-Antagonisten 
Die folgenden Modifikationen wurden am hCCL5-Protein vorgenommen um das GPI-verankerte Met-
RANTES(Dimer)-Protein zu erhalten:  
Aminosäurenaustausch an Position 26 (Mut1) (Alanin für Glutaminsäure), welcher eine 
Tetramerbildung bewirkt oder an Position 66 (Mut2) (Alanin für Glutaminsäure), welches eine 
Dimerisierung bewirkt. Der N-Terminus wurde um einen Methioninrest (Met) erweitert. Die GPI-Anker-
Signalsequenz von LFA-3 (GPI) wurde am 5´-Ende der CCL5-cDNA fusioniert. Die Restriktionsstellen 
für die Endonukleasen XbaI, EcoRI und SalI sind angegeben (Notohamiprodjo et al., 2006). 
 
4.1.2. Met-RANTES(Dimer)-GPI wird von CHO/dhfr- exprimiert 
Eine Expression auf Transkriptionsebene bedeutet nicht zwangsläufig eine 
Oberflächenexpression des kodierten Proteins, da posttranskriptionelle 
Mechanismen die tatsächliche Expression regulieren und eine intrazelluläre 
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Speicherung erfolgen kann (Kollet et al., 2002; Gasser et al., 2006). Mit der 
Durchflusszytometrie wurde die tatsächliche Oberflächenexpression von humanen 
CCL5 auf den CHO-Zellen überprüft, es konnte eine stabile Expression von CCL5-
GPI, Met-RANTES-GPI, Met-RANTES(E26A)-GPI und Met-RANTES(E66A)-GPI 
demonstriert werden (Abbildung 24). 
 
 
Abbildung 24: Oberflächenexpression der verschiedenen CCL5-Mutationen auf der Zelllinie 
CHO/dhfr- 
Mit dem CCL5-Antikörper VL3 konnte sowohl CCL5-GPI, oligomeres Met-RANTES-GPI, tetrameres 
Met-RANTES-GPI und dimeres Met-RANTES-GPI auf der Oberfläche von CHO/dhfr- Zellen 
nachgewiesen werden (Notohamiprodjo et al., 2006). 
 
Physiologischerweise ist CCL5 unter anderem über die GAG-Bindungsstellen an die 
Membranoberfläche gebunden. Auch bei dem generierten Antagonisten besteht die 
Möglichkeit, dass dieser nicht über den GPI-Anker, sondern anderweitig in die 
Membran integriert wurde.  
GPI-verankerte Proteine werden physiologischerweise durch die zirkulierende 
Phospholipase C durchtrennt. Die Oberflächenexpression von Met-RANTES(Dimer)-
GPI auf CHO/dhfr- Zellen wurde vor und nach Inkubation mit Phospholipase C mit 
der Durchflusszytometrie gemessen, um die Membranbindung durch den GPI-Anker 
zu demonstrieren. Es konnte ein Verlust des Oberflächensignals korrelierend mit der 
PLC-Verdauung nachgewiesen werden (Abbildung 25).  
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Abbildung 25: Phospholipase-C Verdau des auf der Oberfläche von CHO/dhfr- exprimierten 
Proteins 
Nach Inkubation mit 60ng/ml PLC ist deutlich weniger Met-RANTES-Protein auf der Oberfläche 
nachzuweisen, der Großteil der GPI-verankerten Moleküle wurde durch die PLC gelöst. 
(Notohamiprodjo et al., 2006). 
 
 
4.1.3. Isolierung und Reinigung von Met-RANTES(Dimer)-GPI  
Zur  Proteinisolierung sind die transfizierten CHO-Zellen mit einem hypertonen Puffer 
lysiert worden. Aus dem Lysat wurde mit Hilfe eines detergenzhaltigem (Triton X-100 
H) Extraktionspuffer 10 mg des Met-RANTES-GPI Fusionsprotein isoliert. 
 
Heparin-Sepharose-Chromatographie 
Als erster Reinigungsschritt zur Isolierung von reinem Met-RANTES(Dimer)-GPI 
wurde eine Heparin-Sepharose-Chromatographie mit einer 17ml-Heparinsäule 
durchgeführt. Met-RANTES besitzt aufgrund der GAG-Bindungsstellen eine sehr 
hohe Affinität zu Heparin, daher ist zu erwarten, dass der Inhibitor an die stabile 
Phase der Säule bindet. 
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Abbildung 26: Chromatogramm der Heparin-Sepharose-Chromatographie 
Das Chromatogramm wurde mit der Unicorn 4.0 Software erstellt. Dargestellt ist die gemessene UV-
Absorption (in milli-absorption units, mAU) der gesammelten Fraktionen. Es wurden zwei 
Waschdurchläufe mit 100mM und 200mM NaCl durchgeführt, um Zelldedritus zu entfernen. Bei der 
Elution mit 1200 mM wurde ein Peak in den Fraktionen 50-58 festgestellt worden. Diese Fraktionen 
sind zusammengeführt und mit der Silberfärbung analysiert worden, bei 22 kDa zeigte sich eine 
deutliche Bande, dem Molekulargewicht des gesuchten Proteins entsprechend. x-Achse: Volumen 
Elutionspuffer in ml; y-Achse: gemessene Absorption in mAU (Notohamiprodjo et al., 2006) 
 
Nach zwei Waschdurchläufen mit jeweils 100mM und 200mM NaCl, die durchgeführt 
wurden um Zelldetritus zu entfernen, zeigte sich bei der Elution mit 1200mM NaCl ein 
deutlicher Peak in den Fraktionen 50-58. Die Silberfärbung der zusammengeführten 
Fraktionen zeigte, dass dieser Peak Moleküle mit einer Größe von 22kDa, dem 
gesuchten Protein entsprechend, enthielt. Allerdings waren noch zahlreiche weitere 
Banden in der Silberfärbung sichtbar, gleichbedeutend mit zahlreichen ebenfalls 
eluierten Proteinen anderen Molekulargewichtes, also einer noch nicht 
zufriedenstellenden Reinheit (Abbildung 26).  
 
Kationenaustauschchromatographie 
Die GAG-Bindungsstellen des CCL5-Inhibitors sind stark positiv geladen. Sie 
besitzen daher eine starke Affinität gegenüber der stationären Phase einer 
Kationenaustauschsäule bzw. eine geringe Affinität gegenüber der stationären Phase 
einer Anionenaustauschsäule. Da der hochmolare Elutionspuffer der 
Heparinaffinitätschromatographie eine Bindung an die stationäre Phase der Säule 
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erschwert, wurde dieser zuvor mit zwei Umsalzungssäulen gegen einen 
niedermolaren Äquilibrierungspuffer (100mM NaCl) ausgetauscht. 
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Abbildung 27: Chromatogramm der Kationenaustauschchromatographie 
Das Protein wurde mit einem Salzgradienten von 900 bis 1200 mM NaCl eluiert. In den Fraktionen 11-
15 konnte in der Silberfärbung ein Signal bei 22kDa identifiziert werden. Die restlichen Fraktionen 
wurden verworfen. (Notohamiprodjo et al., 2006) 
 
Die Isolierung mit einer Anionenaustauschsäule erbrachte keine effektive Reinigung. 
In der Kationenaustauschchromatographie hingegen konnte das Protein mit einem 
Salzgradienten von 900 bis 1200 mM NaCl eluiert werden.  
In den Fraktionen 11-15 konnte mit Hilfe der Silberfärbung eine, dem gesuchten 
Protein entsprechende Bande bei 22 kDA detektiert werden (Abbildung 27). 
 
Gelfiltrationschromatographie 
In den silbergefärbten Acrylgelen waren weiterhin noch zahlreiche Banden anderen 
Molekulargewichts sichtbar. Als letzter Reinigungssschritt wurde daher eine Größen-
Ausschluss-Chromatographie mit einer auf Silica basierenden TSK-G3000SWXL 
Gelfiltrationssäule (TOSOH Corporation, Tokyo, Japan)  durchgeführt.  
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Abbildung 28: Chromatogramm der Gelfiltration 
Bei der Gelfiltration mit einer TSK-Säule konnte bei einer Molekülgröße von 22 kDa, den Fraktionen 
18-20 entsprechend, ein sauberer Peak identifiziert werden. In der Silberfärbung der Fraktionen 18-20 
zeigte sich ein sauberes Signal bei 22kDa. Auch im Western Blot dieser Fraktionen konnte ein reines 
Signal erzielt werden, was darauf schließen lässt, dass das isolierte Protein vor allem als Dimer 
vorliegt, da der CCL5-spezifische Antikörper kein CCL5 anderen Molekulargewichts nachweisen 
konnte (z.B. Tetramere oder Oligomere). (Notohamiprodjo et al., 2006) 
  
In einer Gelfiltrationssäule binden Moleküle entsprechend ihrer Größe an die Poren 
des Säulenmaterials. Große Proteine, welche nur schwer in die Poren passen, 
verlassen die Säule zuerst, während kleine Proteine länger gebunden bleiben.  
Die zuvor isolierten Fraktionen 11-15 wurden zusammengeführt und auf die TSK-
Säule aufgetragen. Die UV-Analyse zeigte neben einem Peak bei einer Größe von 
ca. 80kDA, der einer Verunreinigung durch andere Proteine entsprach, einen 
kleineren, relativ steilen Peak bei 22kDa. Diese Fraktionen (18-20) wurden 
zusammengeführt mit einem Western Blot mit einem CCL5-spezischen Antikörper 
und mit der Silberfärbung untersucht. Bei 22kDa zeigte sich eine reine Bande, dem 
Molekulargewicht von Met-RANTES(Dimer)-GPI entsprechend. Im Western Blot 
stellten sich keine weiteren Banden dar, es lagen also keine Tetramere oder 
Oligomere vor (Abbildung 28). 
Als letzter Schritt wurde zur Reduktion der Konzentration des verwendeten 
Detergenz Triton X-100-H, ein Pufferwechsel mit Hilfe einer Umsalzungssäule 
durchgeführt und das Protein in reinem PBS verdünnt. Das reine Protein wurde bei 
4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
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Eine abschließende Quantifizierung des gereinigten Proteins mit der Bradford-
Analyse zeigte, dass aus einer Ausgangsmenge von 10mg nach der Reinigung 
0,12mg reines Protein isoliert werden konnten. Dieses Ergebnis ist mit Studien mit 
ähnlicher Isolationstechnik (Djafarzadeh et al., 2004) vergleichbar. 
4.1.4. Met-RANTES(Dimer)-GPI wird von humanen Endothelzellen 
reinkorporiert 
In der klinischen Anwendung soll das isolierte Protein über den GPI-Anker in die 
Zellmembran von Gefäßendothelzellen integriert werden. Dieser Vorgang sollte 
zunächst durch die in vitro Reinkorporation von Met-RANTES(Dimer)-GPI Protein in 
Zellmembranen von humanen mikrovaskulären Endothelzellen (HuMVECs) simuliert 
werden. Die Endothelzellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen (150, 300, 
450 und 700ng/ml) des Proteins inkubiert. In der Durchflusszytometrie zeigte sich 
eine steigende Oberflächenexpression des Proteins korrelierend zu der 
Proteinkonzentration. Die höchste Oberflächenexpression wurde bei einer 
Konzentration von 700ng/ml Protein bestimmt (Abbildung 29). 
Die Effektivität der Reinkorporation wurde wie im Methodenteil beschrieben mit 
einem CCL5-spezifischen ELISA bestimmt. Im ersten Ansatz wurde die Menge an 
nicht inkorporiertem Protein im Überstand gemessen. Es konnten 48% des 
applizierten Inhibitors, also nicht reinkorporiertem Protein, nachgewiesen werden. Die 
Reinkorporationseffektivität betrug daher 52%.  
Im zweiten Ansatz wurden das reinkorporierte Protein durch die Phospholipase C 
verdaut und von der Oberfläche gelöst. Die Menge an gelöstem Protein wurde mit 
dem CCL5-spezifischen ELISA bestimmt. Die Reinkorporationseffektivität betrug mit 
dieser Messtechnik 25%, vergleichbar mit ähnlichen Studien (Djafarzadeh et al., 
2004). 
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Abbildung 29: Met-RANTES(Dimer)-GPI-Protein wird membranständig in humane 
Endothelzellen reinkorporiert. 
(A) Mit dem Inhibitor inkubierte HuMVEC-Zellen inkorporierten dieses effektiv in die Zellmembran. In 
der Durchflusszytometrie konnte eine dosisabhängige Inkorporationsrate beobachtet werden. (B) Die 
durchschnittliche Fluoreszenz wurde gegen die Konzentration des Proteins aufgetragen. Es ist eine 
eindeutig dosisabhängige Inkorporationsrate erkennbar (Notohamiprodjo et al., 2006). x-Achse: 
Konzentration Met-RANTES(dimer)-GPI in ng/ml; y-Achse: gemessene durchschnittliche Fluoreszenz 
in Bezug auf Fluoreszenz des Isotypen 
 
4.1.5. Met-RANTES(Dimer)-GPI hemmt die transendotheliale 
Migration von Monozyten 
Mit dem transendothelialen Migrationsversuch in einer modifizierten Boydenkammer 
kann die Extravasation von Leukozyten simuliert und die effektive Hemmung der 
transendothelialen Migration durch den generierten Inhibitor demonstriert werden. 
Dabei wurden humane mikrovaskuläre Endothelzellen als Monolayer auf Transwell-
Einsätzen kultiviert, um das physiologische Gefäßendothel zu imitieren. Die  
mononukleäre Zelllinie THP-1 migrierte effektiv entlang eines CCL5-Gradienten. 
Wurden die humanen Endothelzellen allerdings zuvor mit Met-RANTES(Dimer)-GPI 
inkubiert, konnte eine erhebliche Inhibition der THP-1 Migration festgestellt werden. 
Dies entsprach dem erwünschten Effekt auf die Extravasation von Leukozyten 
(Abbildung 30). 
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Abbildung 30: Met-RANTES(Dimer)-GPI hemmt die transendotheliale Migration 
Eine Vorinkubation der HuMVEC-Zellen mit dem CCL5-Antagonisten inhibierte effektiv die 
transendotheliale Migration der Monozytenzelllinie THP-1. Die Hintergrundmigration der Zellen wurde 
ebenfalls inhibiert (Notohamiprodjo et al., 2006). x-Achse: Konzentration CCL5 in ng/ml; y-Achse: 
Migrationsindex 
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5. Diskussion 
Chemokinrezeptorexpression kutaner T-Zell Lymphome 
Chemokine gehören zu der Familie der Zytokine, interagieren eng mit Selektinen und 
Integrinen und orchestrieren die selektive Rekrutierung  von Leukozyten (Murphy et 
al., 2000; Nelson et al., 2001; Bacon et al., 2002). Ähnliche Mechanismen steuern 
die Migration von Stammzellen, Tumorstammzellen und Tumorzellen (Luettichau et 
al., 2005; Notohamiprodjo et al., 2005). Die Wirkung der Chemokine wird über 
Chemokinrezeptoren vermittelt. Die Rezeptorexpression unterscheidet sich zwischen 
den jeweiligen Leukozytensubpopulationen und Tumorzellen (Bacon et al., 2002). 
Das kutane T-Zell Lymphom (CTCL) stellt eine heterogene Gruppe von Non-
Hodgkin-Lymphomen dar, am häufigsten treten die Mycosis fungoides und das 
systemische Sezary Syndrom auf. Gemeinsam ist den CTCL die Proliferation 
maligner T-Zell-Klone und ein starker Epidermotropismus, der die primäre Infiltration 
der Haut bedingt. In bisherigen Studien ist die Expression der Chemokinrezeptoren 
CCR3, CCR4, CCR7, CXCR3 und CXCR4 in verschiedenen Unterformen 
nachgewiesen worden (Kallinich et al., 2003; Kleinhans et al., 2003; Shimauchi et al., 
2006). 
In dieser Arbeit werden die Berichte über eine potentielle Involvierung von CXCR3 in 
der Mycosis fungoides bestätigt (Lu et al., 2001) und auf das Sezary Syndrom 
erweitert. CXCR3 wurde in allen untersuchten Biopsien auf einem Großteil der 
hautinfiltrierenden Zellen nachgewiesen. CXCR3 ist zusammen mit CCR5 vor allem 
auf der TH1 Untergruppe ausgeprägt und vermittelt die Rekrutierung und die 
Effektoraktivität der T-Lymphozyten bei entzündlichen Ereignissen (Nelson et al., 
1998). Der CXCR3-Ligand CXCL10 wird von basalen Keratinozyten der Haut 
sezerniert und wird mit dem Epidermotropismus von malignen T-Zellen bei Mycosis 
fungoides in Verbindung gebracht und ist auf epidermotropischen und 
follikulozentrischen Tumorzellen nachzuweisen (Lu et al., 2001).  
Der Chemokinrezeptor CCR4 konnte erwartungsgemäß auf allen untersuchten 
Biopsien, unabhängig von dem Stadium der Erkrankung, in hoher Konzentration auf 
den Tumorzellen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse stehen in Übereinstimmung 
mit bisherigen Untersuchungen (Ferenczi et al., 2002; Kakinuma et al., 2003; 
Shimauchi et al., 2006). In der Literatur wurde in von CTCL involvierter Haut eine 
erhöhte Expression des CCR4-Liganden CCL17 beschrieben (Kakinuma et al., 
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2003). Die CCL17-Konzentration korrelierte hierbei mit der Krankheitsaktivität, so 
dass CCR4 anscheinend einen wichtigen Faktor für den starken Epidermotropismus 
der Tumorzellen darstellt. 
Die Bedeutung von CCR10 für das Homing von T-Zellen in die Haut ist zunehmend 
diskutiert worden (Homey et al., 2002; Soler et al., 2003; Chen et al., 2006; Faaij et 
al., 2006; Mirshahpanah et al., 2008). CCR10 ist nachweislich in Gewebeproben von 
Patienten mit Psoriasis oder atopischer Dermatitis exprimiert, während in 
Hautbiopsien von gesunden Patienten keine CCR10 Expression nachzuweisen ist 
(Homey et al., 2002). Homey et al. zeigten, dass der CCR10-Ligand CCL27 
physiologischerweise von Keratinozyten in basalen Schichten der Epidermis gebildet, 
auf der extrazellulären Membran immobilisiert und auf der Oberfläche von 
Endothelzellen präsentiert wird (Homey et al., 2000). Weiterhin wird propagiert, dass 
CCL27 die Adhäsion von T-Zellen auf dem kutanen Gefäßendothel ermöglicht, 
welches eine Schlüsselrolle dieses Rezeptor/Ligand-Paares für die kutane Infiltration 
von T-Lymphozyten nahe legt (Homey et al., 2000). Aktuelle Studien zeigen, dass die 
CCL27-Expression in vom CTCL betroffenen Hautabschnitten deutlich erhöht ist 
(Kagami et al., 2006). Soler et al. berichten, dass in entzündlichen Hautläsionen, wie 
dem Ulcus molle oder der Candidiasis nahezu alle der infiltrierenden CLA-positiven 
T-Zellen CCR4 exprimieren, jedoch nur eine kleine Population von sogenannten 
„Effektorzellen“ CCR10 (Soler et al., 2003) coexprimiert, deren Aufgabe die 
Überwachung und Regulierung der Entzündungsreaktion ist (Soler et al., 2003). 
CCR10 wurde in dieser Arbeit in allen untersuchten CTCL-Hautschnitten von den 
Tumorzellen exprimiert. Diese immunhistologischen Ergebnisse wurden in in vitro 
Experimenten bestätigt. Es zeigte sich in der Sezary Syndrom-Zelllinie HUT-78 eine 
CCR10-Expression sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene. Im Vergleich mit 
drei peripheren Lymphom-Zelllinien wurde CCR10 nur von der Sezary Syndrom-
Zelllinie exprimiert. Im Vergleich zur hochdifferenzierten Sezary Syndrom-Zelllinie 
HUT-78 sind die peripheren Lymphom-Zelllinien relativ unreif und undifferenziert, so 
dass eine Reexpression oder Hochregulation des hautassoziierten 
Chemokinrezeptors CCR10 im CTCL möglich erscheint. Eine erhöhte CCR10-
Expression beeinflusst möglicherweise die starke Affinität der Tumorzellen zur Haut.  
Murakami et al. demonstrierten, dass die kutane Manifestation des malignen 
Melanoms mit der CCR10-Expression des Primärtumors direkt korreliert, eine 
Blockierung von CCR10 hatte eine signifikante Reduzierung der Tumorgröße zur 
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Folge (Murakami et al., 2004). Interessanterweise wurde in dieser Arbeit die höchste 
Expression von CCR10 in Hautschnitten von Sezary Syndrom-Patienten, also einer 
fortgeschrittenen, aggressiven Variante, bestimmt.  Die erhöhte CCR10-Expression 
in weiter fortgeschrittenen Stadien des CTCL könnte durch den direkten 
physiologischen Zusammenhang der Liganden der Rezeptoren CCR4 und CCR10 
erklärt werden. Veestergard et al. zeigten, dass der CCR4-Ligand CXCL17 die durch 
den Entzündungsmediator TNF-α hervorgerufene CCL27-Expression verstärkt 
(Vestergaard et al., 2004). Es ist also zu vermuten, dass in frühen Stadien eine 
erhöhte dermale CCL17-Konzentration vorliegt, welche die Infiltration durch 
Makrophagen und T-Lymphozyten verursacht. Durch die Infiltration von 
Entzündungszellen wird über die Sekretion von TNF-α die Sezernierung von CCL27 
angeregt, welche durch CCL17 weiter verstärkt wird. In späteren Stadien würde es 
dadurch zu einer höheren CCL27 Konzentration kommen. Durch die folgende 
Rekrutierung von CCR10-positiven T-Zellen würden eine höhere CCR10-Dichte und 
möglicherweise ein aggressiveres klinisches Erscheinungsbild, z.B. eine 
Erythrodermie, die Rötung der gesamten Haut, bedingt.  
Beim malignen Melanom hängt die Aggressivität des Tumors neben CCR10 auch 
von CCR7 ab. Die Expression von CCR7 korrelierte im Tierversuch mit der Anzahl 
lymphatischer Metastasen, eine Transfektion mit CCR7 hatte eine aggravierte 
lymphatische Metastasierung zur Folge (Murakami et al., 2004). CCR7 wurde in 
bisherigen Studien vereinzelt auf Mycosis fungoides Schnitten nachgewiesen. CCR7 
wird physiologischerweise von naiven T-Zellen exprimiert und ermöglicht zusammen 
mit den Oberflächenmolekülen L-Selektin und LFA-1 die Extravasation der 
Lymphozyten durch das Lymphendothel in die T-Zone der Lymphfollikel. Im Rahmen 
der frühen lymphozytären Reifung und der Antigenprägung kommt es zu einer 
kurzfristigen Hochregulation von CXCR5 und zu einer Migration der T-Zellen aus der 
T-Zone in die Lymphfollikel. In dieser Arbeit wurde CCR7 in fortgeschrittenen Stadien 
der Mycosis fungoides und in dem Sezary Syndrom vereinzelt nachgewiesen, 
während Hautbiopsien früher Stadien CCR7-negativ waren. Insgesamt war die 
kutane Expression von CCR7 im Vergleich zu CCR4 und CCR10 deutlich geringer.  
CTCL-Zellen, die von reifen T-Lymphozyten abstammen, exprimieren 
möglicherweise in relativ hoch differenzierten Frühstadien noch kein CCR7, jedoch 
ist bei Fortschreiten der Erkrankung eine Reexpression von CCR7 im Sinne einer 
Entdifferenzierung zu vermuten. Dies würde zusammen mit den 
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Oberflächenmolekülen LFA-1 und L-Selektin eine lymphatische Infiltration, welche 
kennzeichnend für spätere Stadien ist, ermöglichen. So wurden auf der untersuchten 
Sezary Syndrom-Zelllinie HUT-78, die ein fortgeschritteneres, leukämisches Stadium 
der Krankheit repräsentiert, sowohl CCR7 in hoher Konzentration, als auch LFA-1 
und L-Selektin nachgewiesen.   
Der ebenfalls mit der Migration von Lymphozyten assoziierte Chemokinrezeptor 
CXCR5 konnte in keinem Hautschnitt nachgewiesen werden, wurde jedoch in den 
untersuchten Lymphknoten mit physiologischem Verteilungsmuster und auf HUT-78 
gefunden. CXCR5 wird  physiologischerweise nur wenige Tage auf naiven T-Zellen 
exprimiert (Ohl et al., 2003), möglicherweise befinden sich die entsprechenden 
Tumorzellen in einem späteren Reifungsstadium, so dass CXCR5 bereits 
herunterreguliert wurde.  
In der Immunhistochemie fiel auf, dass Lymphknoten von Sezary Syndrom-Patienten 
ein ungewöhnliches CCR10-Verteilungsmuster aufwiesen. Tumorzellen in den 
Lymphsinus zeigten eine hohe CCR10-Expression, während Tumorzellen in den 
follikulären Gebieten diesen Rezeptor nicht exprimierten. Dieses außergewöhnliche 
CCR10-Expressionsmuster könnte Ausdruck einer Suppression von CCR10 nach der 
Aktivierung der von Gedächtnis-T-Lymphozyten abstammenden malignen Klone 
sein. Das Phänomen der Rezeptorsuppression bei Eintritt in lymphatische Organe ist 
von CCR7 und CXCR5 auf lymphatischen Zellen bekannt (Ohl et al., 2003). Eine 
weitere Möglichkeit die ungewöhnliche CCR10-Verteilung zu erklären, besteht darin, 
dass maligne Klone typischerweise äußerst heterogen sind und möglicherweise nur 
CCR10-negative Tumorzellen die Lymphfollikel infiltrieren können. Da es bisher 
keinen Beweis für eine Expression der CCR10-Liganden CCL27 und CCL28 in 
lymphatischem Gewebe gibt, ist es wahrscheinlich, dass die Rekrutierung von 
Tumorzellen in Lymphknoten durch das Dreigestirn CCR7, LFA-1 und L-Selektin 
vermittelt wird, wie es von T-Lymphozyten, die in periphere Lymphknoten wandern, 
bekannt ist. 
Die hier dargestellten Ergebnisse erlauben einen detaillierten Einblick in die 
Pathogenese des CTCL. Es ist davon auszugehen, dass Chemokinrezeptoren, u.a. 
CCR7, CXCR3 und vor allem CCR10 eine wichtige Rolle für den Epidermotropismus 
des CTCL spielen. CCR4, CXCR3 und CCR10 sind konstant auf allen untersuchten 
Biopsien nachzuweisen. CCR7 wurde vor allem in fortgeschrittenen Stadien 
nachgewiesen. Vermutlich ermöglicht eine Reexpression bei fortschreitender 
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Entdifferenzierung die lymphatische Metastasierung. Schließlich lässt die starke 
CCR10-Expression auf Sezary Syndrom-Zellen vermuten, dass dieser Rezeptor zu 
dem aggressiven klinischen Bild des Sezary Syndroms beiträgt. Die Bedeutung von 
CCR10 für die lymphatische Metastasierung des CTCL ist noch nicht geklärt.  
Die Kenntnis der Chemokinrezeptorexpression im CTCL ermutigt zu weiterführenden 
Studien, z.B. der Korrelation Chemokinrezeptorenexpression oder dem Serumspiegel 
der entsprechenden Liganden mit dem klinischen Verlauf oder histologischen 
Differenzierung. Auch die selektive Ausschaltung einzelner Chemokinrezeptoren 
oder die Antagonisierung der jeweiligen Liganden erscheinen als Therapieoptionen 
möglich.   
 
Diskussion 
Seite 101 
Beeinflussung der chemokinvermittelten Zellrekrutierung  
Chemokinantagonisten, selektive Antikörper, small agent antagonists oder 
kompetitive Antikörper, erlauben die Untersuchung der Funktionalität von 
Chemokinen und besitzen auch therapeutisches Potential, z.B. in Transplantations- 
oder Tumormodellen. Erste Erfahrungen liegen mit dem proinflammatorischen 
Chemokin CCL5 vor (Grone et al., 1999; Bedke et al., 2002; Song et al., 2002; Yun 
et al., 2004). 
CCL5 interagiert mit den drei Rezeptoren CCR1, CCR3 und CCR5, welche auf 
Monozyten (CCR1 und CCR5), T-Zellen (CCR1, CCR3 und CCR5), natürlichen 
Killerzellen (NK)-Zellen (CCR1 und CCR5) und eosinophilen Granulozyten (CCR1 
und CCR3)  (Nelson et al., 2001; Bacon et al., 2002) exprimiert werden.  
CCL5 erfüllt neben der Rekrutierung von Leukozyten zahlreiche andere Funktionen. 
Es verstärkt die Effektorfunktion in spezifischen Leukozytensubpopulationen, u.a. 
Monozyten, T-Zellen und NK-Zellen, die Histaminfreisetzung von humanen 
basophilen Granulozyten (Kuna et al., 1992) und löst den sogenannten Respiratory 
Burst (Elsner et al., 1995), die Sekretion toxischer Sauerstoffradikale bei 
eosinophilen Granulozyten aus.  
Die Rolle von CCL5 und seiner Rezeptoren CCR1 und CCR5 in der akuten 
Transplantatabstoßung ist in verschiedenen Modellen demonstriert worden (Grone et 
al., 1999; Bedke et al., 2002; Song et al., 2002; Yun et al., 2004). Klinische Studien 
(Fischereder et al., 2001) beschreiben die Abhängigkeit der Transplantatabstoßung 
von dem CCL5-bindenden Chemokinrezeptor CCR5. 
Im Mammakarzinom wurde eine mögliche Rolle von CCL5 in der lokalen 
Tumorprogression durch eine verstärkte Infiltration von monozytären Zellen und einer 
Beschleunigung des lokalen Tumorwachstums beschrieben (Azenshtein et al., 2002). 
Karnoub et al. demonstrierten in einem Tumorxenograft-Modell, dass mesenchymale 
Stammzellen in Mammakarzinome rekrutiert werden. Die Tumorzellen stimulieren 
eine de novo Sekretion von CCL5, welches wiederum die Motilität, Metastasierung 
des Tumors verstärkt (Karnoub et al., 2007).      
NMR-Strukturanalysen von CCL5 zeigen, dass der signalgebende N-Terminus 
unverdeckt und außerhalb des Kernproteins exponiert ist (Proudfoot et al., 1996). Die 
Integrität des N-Terminus von CCL5 ist entscheidend für die Rezeptorbindung und 
für die zelluläre Aktivierung. Die Erweiterung von humanen CCL5 um einen einzelnen 
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Methioninrest am N-Terminus reicht aus, um einen potenten und selektiven 
Antagonisten - Met-RANTES -  zu generieren.  
Der Effekt von Met-RANTES auf CCL5-Rezeptoren wurde in Adhäsionsexperimenten 
mit Monozyten und CD4-positiven T-Lymphozyten auf mikrovaskulärem Endothel 
unter physiologischen Flussbedingungen demonstriert. In diesen Experimenten 
hemmt Met-RANTES die feste Endotheladhäsion von Leukozyten (Grone et al., 
1999; Weber et al., 2001; Baltus et al., 2003). Die Behandlung mit Met-RANTES 
zeigt außerdem eine dramatische Reduzierung der akuten und chronischen 
Gewebsschädigung in murinen Herztranplantationsmodellen (Song et al., 2002) und 
akuten und chronischen Nierentransplantatabstoßungsmodellen der Ratte (Grone et 
al., 1999; Song et al., 2002; Yun et al., 2004). Diese Ergebnisse legen nahe, dass 
CCR5 die Initiation und das Fortschreiten entzündlicher Prozesse  beeinflusst und für 
die Prävention und Therapie der Transplantatabstoßung von Bedeutung ist (Nelson 
et al., 2001; Weber et al., 2001). 
In den murinen Transplantatabstoßungsmodellen wurden die zu transplantierenden 
Organe präoperativ mit in Elektrolytlösung gelöstem Met-RANTES reperfundiert 
(Grone et al., 1999). Nach der Implantation erfolgten weitere systemische Gaben von 
Met-RANTES, um eine konstant hohe Konzentration in dem Transplantat zu erzielen. 
Dazu war die Isolierung größerer Proteinmengen erforderlich, systemische 
Nebenwirkungen wurden zwar bisher noch nicht beschrieben, sind aber aufgrund der 
vielfältigen Expression von CCL5 nicht auszuschließen. 
Das Met-RANTES-Protein wurde mit einem GPI-Anker fusioniert, um die lokale 
Proteinkonzentration zu erhöhen. Dies ist das erste Mal, dass die Verbindung eines 
Chemokins oder Chemokin-Derivats mit einem GPI-Anker beschrieben wird. GPI-
verankerte Proteine werden, wenn zusammen mit Zellen inkubiert, in Zellmembranen 
integriert und können dann ihre native biologische Funktion ausüben (Medof et al., 
1996; Djafarzadeh et al., 2004). Diese Art von direktem Transfer von Proteinen auf 
Zellen wird Cell Painting oder Surface Protein Engineering genannt und ist eine 
Alternative zum konventionellen Gentransfer, um die Oberflächenexpression von 
Proteinen zu manipulieren (Medof et al., 1996; Kooyman et al., 1998; Premkumar et 
al., 2001; Djafarzadeh et al., 2004). 
Der Vorteil des Cell Painting besteht darin, dass funktionelle Proteine in die 
Zellmembran integriert werden können, ohne dass diese Proteine auf mRNA-Ebene 
kodiert sein müssen. Dadurch werden Eingriffe auf molekularer Ebene vermieden, 
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was die potentielle klinische Anwendung solcher Wirkstoffe vereinfacht. Der C-
Terminus von Chemokinen ist für die Fusion mit einem GPI-Anker gut geeignet, 
dadurch wird eine apikale Präsentation des antagonistischen N-Terminus auf der 
Endotheloberfläche ermöglicht (Skelton et al., 1995). In dieser Arbeit wird der 
erstellte kompetitive Chemokinantagonist in die Zellmembran von humanen 
Endothelzellen ohne vorherige Transfektion integriert. 
Neben der Fusion mit dem GPI-Anker wurden zwei zusätzliche Modifikationen in die 
CCL5-Sequenz eingefügt. Die erste war die Einbringung eines zusätzlichen 
Methionins am signalgebenden Aminoterminus, um den kompetitiven CCL5-
Antagonisten Met-RANTES zu generieren.  
Die zweite Modifikation betraf das Polymerisierungsverhalten von CCL5. Das CCL5-
Protein bildet hochgradige Oligomere, welche essentiell für die CCR1-vermittelte 
Adhäsion sind (Baltus et al., 2003). Die Oligomerisierung hängt von den geladenen 
Glutaminsäureresten an den Positionen 26 und 66 ab (Czaplewski et al., 1999). An 
diesen Stellen mutierte CCL5-Derivate sind oligomerisierungsdefizient und zeigen 
unter physiologischen Flussbedingungen eine kompetitiv inhibierende Wirkung auf 
die CCL5-vermittelte Rekrutierung von T-Lymphozyten (Baltus et al., 2003). Die 
Neigung zur Oligomerisierung erschwert die Isolierung des nativen Proteins, hohe 
Salzkonzentrationen sind zur Eluierung notwendig, die ggf. die Proteinstruktur 
schädigen und weitere Verdünnungsschritte erfordern. Da die Isolierung von Dimeren 
am effektivsten erschien, sah die zweite Modifikation einen Austausch des 
Glutaminsäurerestes an der Position 66 gegen einen Alaninrest vor, welches die 
Bildung von Dimeren anstatt großer Oligomere verursacht (Czaplewski et al., 1999). 
Ein additiver inhibitorischer Effekt zusammen mit der Erweiterung um einen 
Methioninrest wurde bisher noch nicht beschrieben, ist allerdings nicht 
auszuschließen.  
Da eine dimerisierende Variante am effektivsten zu isolieren schien, wurde zunächst 
nur diese mit der FPLC isoliert. Der so generierte Antagonist, nachfolgend Met-
RANTES(Dimer)-GPI genannt, wurde in CHO/dhfr- Zellen stabil transfiziert und 
wurde von diesen über den GPI-Anker auf der Oberfläche exprimiert. Das aus den 
CHO/dhfr- isolierte und mit der FPLC gereinigte Met-RANTES(Dimer)-GPI Protein 
wurde effektiv in die Oberfläche von Endothelzellen reinkorporiert und inhibiert die 
transendotheliale Migration monozytärer Zellen, welche in der 
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Transplantatabstoßung (Nelson et al., 2001) und auch bei der Tumorprogression 
eine Rolle spielen (Stewart et al., 1997). 
Für die zukünftige in vivo Anwendung könnte z.B. die zu transplantierenden 
Spenderorgane präoperativ mit einer Met-RANTES(Dimer)-GPI-Lösung 
reperfundiert, um eine Integration in das Transplantatgefäßsystem mit einer hohen 
lokalen Konzentration zu ermöglichen. Eine systemische Applikation im Sinne einer 
Erhaltungsdosis erscheint nicht mehr notwendig. Derart präparierte Transplantate 
sollten eine ähnliche, wenn nicht sogar längere Überlebenszeit, als mit löslichem 
Met-RANTES behandelte Transplantate aufweisen.  
In einem Tumormodell könnte Met-RANTES(Dimer)-GPI lokal über eine selektive 
Katheterisierung in den Primärtumor oder in Metastasen appliziert werden. Der 
Antagonist würde durch seine Endothelbindung eine sehr hohe Lokalkonzentration 
erreichen und die Infiltration durch monozytäre Zellen, die Neoangiogenese und 
somit möglicherweise die Tumorprogression hemmen. Mögliche systemische 
immunsuppressive Effekte, könnten vermieden werden.  
Die Menge des zu applizierenden Proteins kann wahrscheinlich sowohl im 
Transplantat- als auch im Tumormodell im Vergleich zu gelösten Antagonisten 
vermutlich vermindert und die Verweildauer auf dem Endothel verlängert werden.  
Die Dauer der Membranbindung lässt sich nicht mit Sicherheit voraussagen, sie wird 
voraussichtlich im Verhältnis zur Konzentration von Phospholipase C, welche GPI-
gekoppelte Proteine an der Phosphodiesterbindung spaltet, stehen. 
Interessanterweise war das nicht mutierte CCL5-GPI-Protein resistent gegenüber 
PLC, d.h. die CCL5-Oberflächenexpression blieb konstant. Dieses könnte daran 
liegen, dass die native Variante des Proteins durch die starke Oligomerisierung 
keinen adäquaten Zugriff des PLC-Enzyms erlaubt und die Schnittstelle des GPI-
Ankers verdeckt. Eine nur teilweise Verdauung durch Phospholipase C erzielt 
wahrscheinlich keine effektive Lösung des GPI-Ankers von dem integrierten nativen 
Molekül. Die Verwendung von Dimeren oder Tetrameren erscheint deshalb auch 
durch die Möglichkeit der Antagonisierung möglicher Nebenwirkungen sinnvoll, da 
oligomere Moleküle nicht durch PLC durchtrennt werden können. Die Applikation von 
Phospholipase C steht als potentielle Möglichkeit der Antagonisierung zur Verfügung, 
sollten etwaige noch unbekannte Nebenwirkungen auftreten. Nebenwirkungen durch 
die ggf. systemische Gabe von Phospholipase C sind natürlich zu bedenken.  
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Zusammengefasst stellt Met-RANTES(Dimer)-GPI einen neuen Therapieansatz zur 
Behandlung der Transplantatabstoßung dar. Ziel soll es letzten Endes sein, eine 
verlängerte Transplantatüberlebensdauer mit einer gleichzeitig reduzierten Immun-
suppression durch Chemotherapeutika zu erreichen.  
Eine weitere Einsatzmöglichkeit ist eine gezielte lokale Hemmung der 
Tumorinfiltration durch monozytäre Zellen und somit der Tumorprogression. Die 
Durchführung von in vivo Studien ist geplant, führte aber über den Rahmen der 
vorliegenden Arbeit hinaus. 
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6. Zusammenfassung 
Die Rekrutierung von Zellen ist ein komplexer, in mehreren Schritten ablaufender 
Mechanismus, der eine zentrale Bedeutung für zahlreiche biologische Prozesse, wie 
z.B. Entzündung, Transplantatabstoßung, Tumormetastasierung und Stammzell-
migration hat. Die Migration von Zellen aus dem Blutstrom oder einem Reservoir in 
ein Zielgewebe bzw. Zielorgan und umgekehrt wird durch zahlreiche spezifische und 
unspezifische Reize ausgelöst und orchestriert. Dies erfolgt zu einem großen Teil 
durch von Chemokinen regulierte Mechanismen. 
Chemokine sind chemotaktische Zytokine, welche an spezifische auf der 
Zelloberfläche exprimierte Chemokinrezeptoren (CCR) binden. Zellen mit 
entsprechenden Chemokinrezeptoren wandern entlang eines Chemokingradienten 
zum jeweiligen Ziel, z.B. einem Entzündungsherd oder einem Zielorgan. 
Erstes Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Chemokinrezeptorexpression im 
kutanen T-Zell Lymphom (CTCL), einem Non-Hogkin-Lymphom mit primärer kutaner 
Manifestation.  
Der Nachweis von Chemokinrezeptoren erfolgte in vitro mit der 
Polymerasekettenreaktion (PCR), der Durchflusszytometrie und mit Migrations-
versuchen. Der Chemokinrezeptornachweis auf Hautschnitten von CTCL-Patienten 
erfolgte mit der Immunhistochemie. Erstmals konnte der hautassoziierte 
Chemokinrezeptor CCR10 im Rahmen des CTCL nachgewiesen werden. Außerdem 
gelang der Nachweis der Chemokinrezeptoren CCR4, CCR7 und CXCR3 in 
Hautschnitten und Lymphknotenbiopsien. CXCR3 wurde erstmals im Sezary 
Syndrom, einer fortgeschrittenen und aggressiven CTCL-Unterform, beschrieben.  
In der Immunhistochemie wurde die stärkste CCR10-Expression in Sezary Syndrom-
Hautschnitten festgestellt. In Biopsien von befallenen Lymphknoten zeigte sich ein 
auffälliges CCR10-Verteilungsmuster: CCR10-positive Zellen wurden im Lymphsinus 
nachgewiesen, drangen aber nur vereinzelt in den Lymphknoten ein. In peripheren, 
nicht-kutanen Lymphomen wurde CCR10 nicht nachgewiesen und ist somit 
vermutlich exklusiv auf dem primär kutanen CTCL exprimiert. Es ist davon 
auszugehen, dass CCR10 den Epidermotropismus vor allem in aggressiveren 
Stadien reguliert. Die Bedeutung von CCR10 für die lymphatische Metastasierung 
des CTCL ist noch nicht geklärt. CCR10 könnte in der Zukunft als Faktor für die 
klinische Einstufung des CTCL oder als Ziel für eine gezielte Tumortherapie dienen. 
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Die gezielte Tumortherapie ist u.a. mit Chemokinantagonisten möglich. Sie erlauben 
die gezielte Beeinflussung der chemokingesteuerten Rekrutierung von Leukozyten, 
Stammzellen oder Tumorzellen. Deshalb wurde ein membranbindender Antagonist 
des Chemokins CCL5, als potentielles Agens für die lokale Therapie von Tumoren 
oder von Transplantatabstoßungen, generiert.  
Das Chemokin CCL5 und seine Rezeptoren spielen in der akuten 
Transplantatabstoßung und in der Tumorprogression, z.B. im Mammakarzinom, eine 
zentrale Rolle. Der CCL5-Antagonist Met-RANTES inhibiert in 
Transplantatabstoßungsmodellen die Rekrutierung von Leukozyten. Der akute 
Entzündungsprozess und der daraus resultierende chronische Gefäßschäden 
werden so vermindert. Auch in einem Tumormodell ist ein Effekt auf die lokale 
Tumorprogression wahrscheinlich. Der in dieser Arbeit hergestellte CCL5-Antagonist 
Met-RANTES(Dimer)-GPI soll eine lokale Therapie ohne systemische 
Nebenwirkungen ermöglichen. Durch die erstmals beschriebene Bindung eines 
Chemokins oder Chemokinderivats an einen Glykosylinositolphosphatidyl (GPI)-
Anker soll der Antagonist effektiv in die Zellmembranen von Endothelzellen 
inkorporiert werden, länger auf dem Endothel verbleiben und die benötigte 
Proteinmenge vermindern.  
Zunächst wurde durch die Erweiterung des signalgebenden N-Terminus von CCL5 
der CCL5-Antagonist Met-RANTES generiert. Ein Aminosäureaustausch erzeugte 
ein dimerisierendes Molekül, welches einfacher als die zur Polymerisierung neigende 
Wildform zu isolieren war. Das Protein wurde mit der PCR mit einem GPI-Anker 
fusioniert und in Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellen subkloniert. Met-
RANTES(Dimer)-GPI wurde erfolgreich aus den CHO-Zellen isoliert und mit der 
Säulenchromatographie gereinigt. In in vitro-Versuchen wurde Met-RANTES(Dimer)-
GPI effektiv in die Oberfläche von humanen Endothelzellen reinkorporiert und 
hemmte die transendotheliale Migration von Monozyten, welche bei der Transplantat-
abstoßung und bei der Tumorprogression eine wichtige Rolle spielen. Mit Met-
RANTES(Dimer)-GPI präperfundierte Transplantate zeigen möglicherweise einen 
geringeren vaskulären Schaden bei der akuten Transplantatabstoßungsreaktion.  
Im Tumormodell soll eine Hemmung der Tumorinfiltration durch Monozyten, welche 
eine beschleunigte Tumorprogression verursachen, erreicht werden. Im Vergleich zu 
nicht GPI-gebundenen CCL5-Antagonisten würde eine lokale fokussierte Therapie 
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ermöglicht und eine eventuell geringere zu applizierende Proteinmenge bei längerer 
Verweildauer erzielt.  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit erlauben zunächst einen genaueren Einblick in die 
Pathogenese des CTCL. Der Chemokinrezeptor CCR7 wird vor allem von 
fortgeschrittenen Formen mit lymphatischer Infiltration exprimiert. CCR10 wird 
erstmals im Zusammenhang mit dem CTCL beschrieben und vor allem von 
fortgeschrittenen Unterformen exprimiert. 
Desweiteren wurde ein membranbindender Chemokinantagonist hergestellt. 
Erstmals wird die Kombination eines Chemokins oder Chemokinderivats mit einem 
GPI-Anker beschrieben. Der Antagonist erlaubt eine hohe lokale Applikation ohne 
systemische Zirkulation des Agens. Mögliche Einsatzgebiete sind die gezielte 
Tumortherapie oder die Behandlung der Transplantatabstoßung. 
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7. Abkürzungsverzeichnis 
°C Grad Celsius 
µ Mikro 
Abb. Abbildung 
AoD Assay on demand 
AS Aminosäure 
BSA Bovines Serumalbumin 
CCR CC-Chemokinrezeptor 
cDNA Komplementäre DNA 
CHO Chinese Hamster Ovary 
CLA Cutaneous lymphocyte antigen 
CTCL Kutanes T-Zell Lymphom 
CTCL Kutanes T-Zell Lymphom 
CXCR CXC-Chemokinrezeptor 
DAB Diaminobenzidin 
dhfr Dihydrofolatreduktase 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA  Enzyme linked Immunosorbent Assay 
FACS  Durchflusszytometrie 
FCS  Fötales Kälberserum 
FITC Fluoreszeinisothiocyanat 
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 
G Gramm 
GAG Glykosaminoglykan 
GAPDH Glycrinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
GPI Glykosylinositolphosphatidyl 
h Stunde 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HuMVEC Humane mikrovaskuläre endotheliale Zellen 
IFNγ Interferon gamma 
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IL Interleukin 
kDa Kilodalton 
l Liter 
LFA Lymphocyte function associated antigen 
M Molar (mol pro Liter) 
m Mili 
Met Methionin 
MF Mycosis fungoides 
min Minute 
MMP Matrixmetalloproteinase 
mRNA Messenger RNA 
MW Molekulargewicht 
PBS Phosphat-gepufferte Saline 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PDAR Predeveloped assay reagents 
PE Phycoerythrin 
PI Propiumiodid 
PLC Phospholipase C 
RANTES Regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
rRNA ribosomale Ribonukleinsäure 
RT Reverse Transkriptase 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SS Sezary Syndrom 
TNFα Tumornekrosefaktor alpha 
Tris Tris-(hydorxymethyl)aminomethan 
UV Ultraviolett 
V Volt 
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